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Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z 
različno geometrijo 
Povzetek: 
Bionanotehnologija je obsežno področje, ki dobiva v družbi zaradi številnih 
gospodarskih, okoljskih, zdravstvenih in socialnih razlogov vedno več pozornosti. 
Pomemben del bionanotehnologije predstavlja razvoj novih materialov, ki bi jih lahko 
uporabili za različne namene. S sintezno biologijo, s katero uvajamo v biotehnologijo 
inženirske pristope, lahko na osnovi naravnih proteinskih gradnikov in takšnih, ki ne 
obstajajo v naravi, načrtujemo in pripravljamo popolnoma nove bionanomateriale. Če 
želimo pripraviti bionanostrukture, ki se same sestavijo v načrtovano strukturo, je 
potrebno najprej natančno načrtovati gradnike, ki bodo sestavljali načrtovano 
nanostrukturo ali material, nato pa te osnovne gradnike pridobiti in okarakterizirati, na 
kar smo se osredotočili v tem magistrskem delu.  
Polipeptidne gradnike 34cald56, različico 34cald56 s fluorescenčnim proteinom in 
3APH4 smo pripravili za namene gradnje dveh načrtovanih dvodimenzionalnih 
proteinskih mrež, ki imata različno geometrijo in se samosestavita iz enega 
polipeptidnega gradnika. Vse tri proteine smo uspešno pripravili v bakteriji E. coli, 
izolirali in očistili ter okarakterizirali z biokemijskimi metodami.  
Potrdili smo, da je sekundarna struktura polipeptidnih gradnikov 34cald56 in 3APH4 v 
skladu z načrtovano. Iz podatkov meritev cirkularnega dikroizma smo zaključili tudi, da 
je temperaturna stabilnost proteina 34cald56 višja od temperaturne stabilnosti 3APH4. Z 
meritvami dinamičnega sipanja svetlobe smo ugotovili, da se zvita polipeptida 34cald56 
in 3APH4 v raztopini samosestavita v dimere in večje nanostrukture, ki postanejo 
netopne in se oborijo iz raztopine, lahko pa se sestavita tudi v topne nanostrukture, ki so 
v primeru 34cald56 velike približno 120 nm, v primeru 3APH4 pa 60 nm. 
 
Ključne besede: ovita vijačnica, caldesmon, načrtovani polipeptid, nanostruktura, 
proteinska mreža 
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Preparation and characterization of planned protein nets with 
different geometry 
Abstract: 
Bionanotechnology is a broad field that is receiving increasing attention in society for 
many economic, environmental, health and social reasons. An important part of 
bionanotechnology is the development of new materials that could be used for various 
purposes. With synthetic biology, which introduces engineering approaches to 
biotechnology, we can design and prepare completely new bionanomaterials based on 
natural protein building blocks and those that do not exist in nature. In order to prepare 
bionanostructures that self-assemble into the planned structure, it is necessary to first 
carefully design the building blocks for the planned nanostructure or material, and then 
to acquire and characterize these basic building blocks, which is the focus of this 
master's thesis. 
The 34cald56, the 34cald56 version with fluorescence protein and the 3APH4 
polypeptide building blocks were prepared for the purpose of constructing two designed 
two-dimensional protein lattices having different geometries and self-assembling from 
one polypeptide building block. All three proteins were successfully produced in 
bacteria E. coli, isolated and characterized with biochemical methods. 
We have confirmed that the secondary structure of the 34cald56 and the 3APH4 
polypeptide building blocks is in accordance with the designed. From the data of the 
circular dichroism measurements, we concluded that the temperature stability of the 
protein 34cald56 is higher than the temperature stability of the 3APH4. Measurements 
of the dynamic light scattering have revealed that the folded polypeptides 34cald56 and 
3APH4 in solution self-assemble into dimers and larger nanostructures that become 
insoluble and precipitate out of solution, but can also be assembled into soluble 
nanostructures, which in the case of 34cald56 are large around 120 nm, and in the case 
of 3APH4 about 60 nm. 
 
Keywords: coiled coil, caldesmon, designed polypeptide, nanostructure, protein lattice 
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1 UVOD 
Naravni nanomateriali, ki vsebujejo proteine in druge naravne polimerne molekule, 
presegajo po svoji kompleksnosti katerokoli umetno organsko ali anorgansko 
nanostrukturo in so zgled za pripravo novih načrtovanih nanomaterialov z izjemnimi 
možnostmi za aplikacijo na različnih področjih.  
Pri načrtovanju proteinskih struktur lahko kot osnovne enote za sestavljanje uporabimo 
oligomerizacijske domene, ki jih najdemo v naravi, in njihove modifikacije, ali pa še 
manjše enote, kot so elementi sekundarne strukture (α-vijačnice), ki omogočajo 
načrtovanje geometrijskih struktur z izboljšano prostorsko ločljivostjo. Raziskovalci so 
do sedaj že uspešno pripravili umetne nanomateriale na osnovi peptidov ali proteinov, 
kot so nanovlakna [1], dvodimenzionalne plasti [2–4] in tridimenzionalne strukture, npr. 
tetraeder [5–8]. 
  
1.1 Načrtovanje proteinskih nanostruktur na osnovi proteinskega 
origamija z uporabo ovitih vijačnic 
Raziskovalci na Odseku za sintezno biologijo in imunologijo Kemijskega inštituta (v 
nadaljevanju Odsek D12 KI) so s prenosom principov nanotehnologije s področja DNA 
na področje proteinov razvili modularni pristop de novo za načrtovanje novih 
proteinskih nanostruktur. Na tak način so pripravili različne proteinske kletke, od 
tetraedrov, štiristranih piramid do trikotnih prizem, ki so jih načrtovali z izborom 
polipeptidnih gradbenih elementov [5, 9]. Načrtovane kletke de novo so poimenovali 
kletke na osnovi proteinskega origamija z uporabo ovitih vijačnic (angl. coiled-coil 
protein origami, CCPO) in predstavljajo novo vrsto zvijanja proteinov na osnovi 
topologije [1, 6, 7]. 
Ovite vijačnice so ene izmed najbolj raziskanih strukturnih motivov v proteinih [1, 2]. 
Osnovna enota je α-vijačnica, ki je stabilizirana z vodikovimi vezmi med karbonilnimi 
kisikovimi atomi in amidnimi vodikovimi atomi peptidnega ogrodja. Posamezno α-
vijačnico sestavljajo npr. štiri heptade, ki pomenijo zaporedje sedmih aminokislin, ki se 
zvrstijo v enem obratu vijačnice. Položaj aminokislinskih ostankov v posamezni heptadi 
označujemo z oznako abcdefg. Najpomembnejši aminokislinski ostanki za stabilizacijo 
ovite vijačnice se nahajajo na mestih a, d, e in g. Stabilizacijo med dvema α-vijačnicama 
dosežemo s hidrofobnimi ostanki na mestih a ali d in nasprotno nabitimi ostanki na 
mestih e in g [10]. Še posebej pomembni so ostanki na mestih a in d, saj določajo, ali 
pride do tvorbe ovite vijačnice v paralelni (slika 1, A) ali antiparalelni (slika 1, B) smeri.  
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Slika 1. Shematski prikaz heptadne (abcdefg) ponovitve v α-vijačnicah, ki tvorita ovito vijačnico. Dimera ovite 
vijačnice v paralelni (A) ali antiparaleni (B) orientaciji sta stabilizirana na osnovi hidrofobnih interakcij med 
aminokislinskimi ostanki na mestih a in d in ionskih interakcij med aminokislinskimi ostanki na mestih e in g 
heptadne ponovitve. Slika je narejena s spletnim programom Canva. 
Pristop sodelavcev Odseka D12 KI za de novo načrtovanje novih proteinov temelji na 
zaporedju peptidnih segmentov (α-vijačnic) v polipeptidni verigi, kjer načrtovani par α-
vijačnic tvori ortogonalne ovite vijačnice (angl. coiled-coil, CC). Zaporedji v vsakem 
ortogonalnem paru takšnih segmentov sta takšni, da omogočata nastanek dimera, ki ga 
predstavlja ovita vijačnica v paralelni ali antiparalelni orientaciji [5, 9, 10]. Takšna  
načrtovana polipeptidna veriga se sama sestavi v želeno geometrijsko obliko, ta ima 
robove sestavljene iz dimera α-vijačnic, ki tvorita ovito vijačnico. Geometrijo zvitja 
proteina na osnovi CCPO tako določa topologija interakcij med gradbenimi moduli, ki 
tvorijo ovite vijačnice in so ločeni v aminokislinskem zaporedju v polipeptidni verigi, 
vendar razvrščeni v točno določenem vrstnem redu, da s tem definirajo pot polipeptidne 
verige in na koncu zvitja tvorijo robove stabilne poliedrske proteinske kletke. 
Posamezni peptidni segmenti so med sabo povezani s fleksibilnimi peptidnimi 
povezovalci, ki usmerjajo sestavljanje z izbrano geometrijo s pomočjo ortogonalnih 
parov.  
Takšni modularni polipeptidni gradniki ne omogočajo samo gradnje tridimenzionalnih 
nanostruktur, ampak bi bili primerni tudi za tvorbo nanomrež. Posamezni segmenti 
znotraj polipeptidne verige v tej strategiji tvorijo ovito vijačnico tako, da pride do 
parjenja enega peptidnega segmenta z ustreznim (ortogonalnim) peptidnim segmentom 
iz sosednje polipeptidne verige. To bo po načrtu sodelavcev Odseka D12 KI na 
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dvodimenzionalni podlagi vodilo do nastanka vzorca, ki se bo periodično ponavljal. 
Geometrijo tako načrtovanih proteinskih mrež so definirali z izborom ortogonalnih 
peptidnih segmentov, ki so jih že uporabili za sestavljanje različnih poliedrov [5, 9–11]. 
Med segmente, ki tvorijo ovite vijačnice, so vstavili še krajše povezovalce, nevijačne 
povezovalne segmente, ki usmerjajo sestavljanje mreže z izbrano geometrijo s pomočjo 
ortogonalnih parov, tvorijo ovite vijačnice in omogočajo gibljivost nastalih ovitih 
vijačnic. Takšen pristop omogoča načrtovanje na nanometrskem nivoju.  
 
 
1.2 Opis načrtovanega proteina 34cald56 in dvodimenzionalne mreže, 
ki nastane s samosestavljanjem tega gradnika 
Načrtovani protein P3-P4_C1-caldesmon-P5_SC2-P6 (v nadaljevanju 34cald56) je 
sestavljen iz sledečih peptidnih segmentov: P3, P4_C1, caldesmon, P5_SC2 in P6, ki so 
opisani v nadaljevanju. Med nekaterimi segmenti se nahaja povezovalec, ki je sestavljen 
iz petih aminokislinskih ostankov (GSGPG). Na C-koncu protein vsebuje 
heksahistidinski peptidni označevalec, ki omogoča enostavno izolacijo in detekcijo 
proteina. 
 
1.2.1 Opis peptidnih segmentov, ki so v načrtovanem proteinu 34cald56 
Stabilna rigidna α-vijačnica (angl. stable rigid helix, SAH) je domena, ki jo predstavlja 
samostojna α-vijačnica, ta je za razliko od ovitih vijačnic stabilna v polarnih topilih, in 
to neodvisno od terciarnih interakcij z drugimi proteinskimi motivi. Domene SAH 
predstavljajo rigidne dele, ki ločujejo strukturirane domene v proteinih in so prisotne v 
veliki množici naravnih proteinov, npr. v proteinih iz družine miozinov [12], 
caldesmonu [13], ribosomalnemu proteinu L9 [14]… SAH pretežno sestavljajo 
pozitivno in negativno nabiti aminokislinski ostanki. Domene vsebujejo značilen motiv 
ER/K, ki je sestavljen iz več zaporednih aminokislinskih ostankov glutaminske kisline 
(E), ki jim sledijo aminokislinski ostanki lizina (K) ali arginina (R). Do stabilizacije 
SAH pride zaradi interakcij med E in R ali E in K, ti se nahajajo na pozicijah i, i  3 ter 
i, i  4 [12]. 
Pri načrtovanju zaporedja caldesmon, ki je prisoten v zaporedju za rekombinantni 
protein 34cald56 in je v imenu proteina označen kot »cald«, so sodelavci Odseka D12 
KI za osnovo uporabili nativno domeno SAH proteina caldesmon, kjer se štirikrat 
ponovi zaporedje štirinajstih aminokislinskih ostankov EEEKRAAEERQRIK (v zadnji 
ponovitvi so zadnje aminokisline QRARA), ki predstavlja domeno SAH. To domeno so 
na C-koncu skrajšali za tri aminokislinske ostanke in zamenjali en aminokislinski 
ostanek (tabela 1). S programom Agadir so napovedali, da 90,7 % aminokislinskih 
ostankov v tem segmentu tvori α-vijačnico, niso pa mogli napovedati, ali bo ta vijačnica 
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v nastali nanostrukturi res rigidna (toga, ravna). Pri pregledu literature nismo zasledili, 
da bi že kdorkoli drug pred nami to domeno uporabil za načrtovanje novih proteinov. 
Tabela 1. Molekulski masi, izoelektrični točki in aminokislinski zaporedji za domeno SAH naravnega 
človeškega proteina caldesmon in peptidnega segmenta caldesmon v rekombinantnem proteinu 34cald56.  
Ime peptidnega 
segmenta 
Molekulska 
masa 
[g/mol] 
pI Aminokislinsko zaporedje 
človeški caldesmon 
(319-375 ak) * 
7090,69 7,41 
EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK 
EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRARA 
caldesmon ** 6792,39 7,40 
EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK 
EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERKR 
Legenda: *, vir je baza podatkov UniProt: Q05682, CALD1_HUMAN; **, zaporedje, ki je v rekombinantnem proteinu 34cald56.  
Opomba: s sivo barvo so označene razlike med obema zaporedjema. 
 
Štiriheptadni peptidni segmenti P3 in P4_C1, P5_SC2 in P6 temeljijo na peptidih P3, 
P4, P5 in P6, ki tvorijo ovite vijačnice in katerih zaporedja ne temeljijo na zaporedjih iz 
naravnih proteinov. Sodelavci Odseka D12 KI so P3, P4, P5 in P6 dizajnirali na podlagi 
pravil za oblikovanje ovitih vijačnic in s pomočjo algoritmov za določanje stabilnosti 
[10] ter jih uporabili za pripravo prvega načrtovanega proteina, ki se je samosestavil v 
kletko (šlo je za samosestavljanje proteina TET12 v obliko tetraedra) [5]. Po dva 
peptida (P3 in P4_C1 oz. P5_SC2 in P6) sestavljata ortogonalni par in tvorita ovito 
vijačnico (P3:P4_C1 in P5_SC2:P6), kjer je v obeh primerih heterodimer takšen, da sta 
zaporedji orientirani v paralelni smeri. Podatki o aminokislinskih zaporedjih so v tabeli 
2.  
Tabela 2. Molekulske mase, absorbcijski koeficienti, izoelektrične točke in aminokislinska zaporedja za 
peptide in peptidne segmente v proteinu 34cald56, ki tvorijo ovite vijačnice. 
Ime 
peptida oz. 
peptidnega 
segmenta 
Molekulska 
masa 
[g/mol] 
Absorbcijski 
koeficient 
[M-1cm-1] 
pI Aminokislinsko zaporedje 
P3 [5] # 3786,12 1280 4,10 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
SPED EIQQLEE EIAQLEQ KNAALKE KNQALKY G 
P3 * 3300,67 1280 4,45 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
     EIQQLEE EIAQLEQ KNAALKE KNQALKY 
P4 [5] 3785,13 1280 4,22 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
SPED KIAQLKQ KIQALKQ ENQQLEE ENAALEY G 
P4_C1 # 3785,13 1280 4,22 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
     KIAQLKQ KIQALKQ ENQQLEE ENAALEY GC 
P4_C1 * 3772,26 1280 9,92 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcde 
     KISQLKQ KIQQLKQ ENQRLEE ENRRLEY 
P5 [5] 3571,01 1280 9,98 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
SPED ENAALEE KIAQLKQ KNAALKE EIQALEY G 
P5_SC2 # 3571,01 1280 9,98 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
     ENAALEE KIAQLKQ KNAALKE EIQALEY GC 
P5_SC2 * 3486,89 1280 7,15 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
     ENARLEE KIRQLKQ KNSQLKE EIQQLEY 
P6 [5] # 3730,05 1280 4,01 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
SPED KNAALKE EIQALEE ENQALEE KIAQLKY G 
P6 * 3301,66 1280 4,28 
     gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
     KNAALKE EIQALEE ENQALEE KIAQLKY G 
Legenda: [5], zaporedje, ki je v načrtovanem proteinu TET12 [5]; #, zaporedje v kupljenem sintetiziranem peptidu uporabili smo ga 
za karakterizacijo peptidnih segmentov, ki so v proteinu 34cald56; *, zaporedje v peptidnem segmentu, ki je v proteinu 34cald56. 
(se nadaljuje na naslednji strani) 
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(nadaljevanje s prejšnje strani) Opombe: Z rdečimi črkami so označeni kisli aminokislinski ostanki (glutaminska kislina, E), ki 
se nahajajo na položajih g in e heptadne ponovitve. Z modrimi črkami so označeni bazični aminokislinski ostanki (lizin, K), ki se 
nahajajo na položajih g in e heptadne ponovitve. Z zelenimi črkami so označeni aminokislinski ostanki, ki se nahajajo na položajih a 
in d heptadne ponovitve. Z rumeno barvo so označene razlike med originalnimi zaporedji ter zaporedji v sintetiziranih peptidih oz. 
zaporedji v proteinu 34cald56. 
 
1.2.2 Opis različic proteina 34cald56 
Z namenom možnosti še drugačne detekcije samosestavljenih dvodimenzionalnih mrež 
iz polipeptidnega gradnika 34cald56 smo v okviru tega magistrskega dela pripravili dve 
dodatni različici tega proteina. Osnova obeh različic je bila v obeh primerih enaka: na 
N- ali C-konec 34cald56 smo v aminokislinsko zaporedje dodali fluorescenčni protein 
mNeonGreen (NG), ki bi bil po našem načrtu izpostavljen na površini samosestavljene 
nanomreže in bi omogočal detekcijo s fluorescenco oz. bi v primeru elektronske 
mikroskopije predstavljal dele mreže, kjer bi bila elektronska gostota večja. NG je 
rumeno-zeleni fluorescenčni protein, o katerem so prvič poročali leta 2013 [15]. Odkrili 
so, da ima tetramerni rumeni fluorescenčni protein iz škrgoustke Branchiostoma 
lanceolatum (angl. yellow fluorescent protein from Branchiostoma lanceolatum, 
LanYFP) visok kvantni izkoristek in ekscitacijski koeficient, zato so se odločili za 
razvoj novega fluorescenčnega proteina na osnovi LanYFP. Z uvedbo 21 mutacij so 
uspešno pridobili monomerni NG, ki ima odlične lastnosti za uporabo kot fluorescenčna 
oznaka v namene mikroskopiranja [15]. 
 
Prva različica 34cald56, ki smo jo pripravili, je vsebovala NG na C-koncu (protein 
34cald56NG), druga pa na N-koncu (protein NG34cald56). 34cald56NG je vseboval 
tudi dva cisteina, medtem ko je NG34cald56 vseboval en cistein (aminokislinski 
zaporedji za oba proteina sta navedeni v poglavju Rezultati). Med aminokislinsko 
zaporedje za NG in preostali del proteina smo v obeh primerih vstavili zaporedje 
sedmih aminokislin ENLYFQG, ki je specifično prepoznavno mesto za proteazo virusa 
tobaka (angl. Tobacco Etch Virus protease, TEVp) in bi ga lahko uporabili za naknadno 
odcepitev NG od preostalega dela proteina. Oba proteina sta vsebovala na C-koncu 
heksahistidinski peptidni označevalec, ki omogoča enostavno izolacijo in detekcijo 
proteina. 
 
1.2.3 Opis dvodimenzionalnih mrež, ki nastanejo s samosestavljanjem 34cald56 in 
različic 34cald56 
Protein 34cald56 je načrtovan tako, da na dvodimenzionalni podlagi nastane mreža, kjer 
oviti vijačnici P3:P4_C1 in P5_SC2:P6 tvorita dve različni trikotni zvezdi (ena nastane 
s povezovanjem P3 in P4_C1 in druga s povezovanjem P5_SC2 in P6, v obeh primerih 
pa gre za interakcijo med segmenti iz treh identičnih polipeptidnih verig), te sestavljene 
trikotnike med sabo povezuje vijačnica, ki jo predstavlja segment caldesmon. Tako 
nastane vzorec, ki se periodično ponavlja v dvodimenzionalnem prostoru. Možni vzorci, 
ki nastanejo s samosestavljanjem gradnika 34cald56 in njegovih različic z dodanim 
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fluorescenčnim proteinom NG, ki se po našem načrtu nato ponavljajo v 
dvodimenzionalnem prostoru, so prikazani na sliki 2.  
A 
 
 
 
B 
 
 
Slika 2. Shematski prikaz monomernih enot polipeptidov 34cald56, NG34cald56 in 34cald56NG ter načrt za 
njihovo samosestavljanje v dvodimenzionalne mreže. A. Trikotne zvezde, ki nastanejo s samosestavljanjem 
identičnih polipeptidnih gradnikov 34cald56, NG34cals56 in 34cald56NG. B. Samosestavljena načrtovana mreža iz 
34cald56. Slika je narejena s spletnim programom Canva. 
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1.3 Opis načrtovanega proteina 3APH4 in dvodimenzionalne mreže, ki 
nastane s samosestavljanjem tega gradnika 
Aminokislinsko zaporedje proteina P3SN-APHshSN-P4SN (v nadaljevanju 3APH4) 
temelji na zaporedju proteina P3-APH-P4, ki so ga sodelavci Odseka D12 KI pripravili 
pred leti [16]. Nanostrukture, ki so jih pripravili iz tega proteina, so okarakterizirali z 
merjenjem DLS (največji delež delcev je bil velikosti 27 nm), s transmisijsko 
elektronsko mikroskopijo (prisotnost struktur kvadratne oblike in struktur v obliki 
heksagonalne mreže) in mikroskopijo na atomsko silo (prisotnost agregatov 
nanometrskih dimenzij). 
Načrtovani protein 3APH4 je sestavljen iz peptidnih segmentov P3SN, APHshSN in 
P4SN, ki so opisani v nadaljevanju. Protein ima na N-koncu dodan cistein, na C-koncu 
pa vsebuje heksahistidinski peptidni označevalec, ki omogoča enostavno izolacijo in 
detekcijo proteina. 
 
1.3.1 Opis peptidnih segmentov, ki so v načrtovanem proteinu 3APH4 
Peptid APHshSN tvori sam s sabo stabilno ovito vijačnico, ki je orientirana v 
antiparalelni smeri. Zaporedje APHshSN temelji na zaporedju APH, ki so ga sodelavci 
Odseka D12 KI pripravili tako, da so originalno načrtovano peptidno zaporedje APH 
[17] skrajšali za tri aminokislinske ostanke na N-koncu in dva ostanka na C-koncu [5]. 
Dodatno so zamenjali še pet lizinov (K) z negativno nabitimi ostanki glutaminske 
kisline (E), da so s tem izboljšali topnost rekombinantnega proteina, za katerega so 
uporabili na tak način spremenjene tudi druge ortogonalne peptidne segmente [9]. Ta 
sprememba se odraža tudi v oznaki, ki je del imena za takšen peptidni segment (angl. 
soluble negative, SN) [9].  
Štiriheptadna peptidna segmenta P3SN in P4SN [9] temeljita na načrtovanih peptidih P3 
in P4, ki tvorita paralelno ovito vijačnico [5]. Podatki o aminokislinskih zaporedjih 
segmentov, ki so v načrtovanem proteinu 3APH4, so v tabeli 3. Lastnosti peptidov 
P3SN, P4SN in APHshSN so sodelavci Odseka D12 KI že okarakterizirali [9]. 
Tabela 3. Molekulske mase, absorbcijski koeficienti, izoelektične točke in aminokislinska zaporedja za 
peptidni segment APH in peptidne segmente, ki so v proteinu 3APH4.               
Ime 
peptidnega 
segmenta 
Mole- 
kulska 
masa 
[g/mol] 
Absorb- 
cijski 
koeficient 
[M-1cm-1] 
pI Aminokislinsko zaporedje 
APH [5] 5386,46 5690 10,81 
         gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
 MKQ LEK ELKQLEK ELQAIEK QLAQLQW KAQARKK KLAQLKK KLQA 
APHshSN 
[9] * 
4804,46 5690 4,52 
         gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
     LEE ELKQLEE ELQAIEE QLAQLQW KAQARKE KLAQLKE KL 
P3SN [9] *   3934,19 1280 3,93 
         gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
    SPED EIQQLEE EISQLEQ KNSELKE KNQELKY G         
P4SN [9] * 3932,22 1280 4,10 
         gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef 
    SPED KISQLKE KIQQLKQ ENQQLEE ENSQLEY G 
Legenda:[5], originalno zaporedje za APH [17], ki je tudi v načrtovanem proteinu TET12 [5], zaporedje, ki je v načrtovanem 
proteinu TET12SN [9], *, zaporedje, ki je v proteinu 3APH4.  
Opombe: Z rdečimi črkami so označeni kisli aminokislinski ostanki (glutaminska kislina, E), ki se nahajajo na položajih g in e 
heptadne ponovitve. (se nadaljuje na naslednji strani) 
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(nadaljevanje s prejšnje strani) Z modrimi črkami so označeni bazični aminokislinski ostanki (lizin, K), ki se nahajajo na položajih 
g in e heptadne ponovitve. Z zelenimi črkami so označeni aminokislinski ostanki, ki se nahajajo na položajih a in d heptadne 
ponovitve. S sivo barvo so označene razlike v med zaporedjema APH in APHshSN. Z rumeno barvo so označene razlike med 
zaporedjem P3SN in originalnim zaporedjem P3, ki je predstavljeno v tabeli 2, ter razlike med zaporedjem P4SN in originalnim 
zaporedjem P4, ki je predstavljeno v isti tabeli. 
 
Peptidna segmenta P3SN in P4SN v 3APH4 na N-terminalnem delu vsebujeta zaporedje 
štirih aminokislin (SPED), ki stabilizira začetek α-vijačnice, preprečuje njeno razširitev 
na sosednje domene in poleg povezovalca SGPG, ki se nahaja med vsemi tremi 
segmenti, dodatno omogoča prepogibanje ovitih vijačnic.  
 
1.3.2 Opis dvodimenzionalne mreže, ki nastane s samosestavljanjem 3APH4 
Načrtovan protein 3APH4 so sodelavci Odseka D12 KI načrtovali podobno kot protein 
34cald56 (posamezni segmenti znotraj polipeptidne verige tvorijo ovito vijačnico). V 
primeru 3APH4 pride do parjenja peptidnega segmenta P3SN z ortogonalnim peptidnim 
segmentom iz sosednje polipeptidne verige, ki ga predstavlja P4SN, ter do parjenja 
peptidnega segmenta APHshSN iz sosednjih polipeptidnih verig s samim sabo. To vodi 
do nastanka dvo- ali tridimenzionalnih struktur, kjer tako nastale ovite vijačnice 
predstavljajo rob tridimenzionalne strukture ali pa se periodično ponavljajo v 
dvodimenzionalnem prostoru. 
Možna dvodimenzionalna mreža, ki nastane s samosestavljanjem gradnika 3APH4, je 
heksagonalna mreža (slika 3) možni tridimenzionalni strukturi, ki lahko nastaneta iz več 
molekul tega gradnika, pa sta kocka in tetraeder (ni prikazano na sliki).  
 
 
Slika 3. Shematski prikaz monomera polipeptida 3APH4 in njegovo samosestavljanje v načrtovano 
dvodimenzionalno mrežo. Slika je narejena s spletnim programom Canva. 
 
  
Anja Tanšek, Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z različno geometrijo 
_____________________________________________________________________________ 
 
9 
 
2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namena magistrskega dela sta bila doseči zastavljene cilje in preveriti postavljene 
hipoteze. 
V magistrskem delu smo si zadali naslednje cilje: 
 v bakteriji Escherichia coli (E. coli) pridobiti, izolirati in okarakterizirati 
rekombinantna proteina, ki bosta polipeptidna gradnika za tvorbo dveh 
načrtovanih proteinskih mrež, ti imata različno geometrijo in se samosestavita iz 
monomernih enot posameznega polipeptidnega gradnika, 
 pripraviti genski konstrukt, v bakteriji E. coli pridobiti, izolirati in 
okarakterizirati različico polipeptidnega gradnika za tvorbo načrtovane 
proteinske mreže, ki bo vsebovala fluorescenčni protein, 
 okarakterizirati polipeptidne gradnike in samosestavljene nanostrukture iz 
polipeptidnih gradnikov. 
 
V magistrskem delu smo si postavili naslednje raziskovalne hipoteze: 
 peptidi, ki predstavljajo štiri od petih segmentov v polipeptidnem gradniku, 
tvorijo ortogonalne pare za tvorbo ovite vijačnice, 
 polipeptidni gradnik, sestavljen iz petih segmentov, od katerih štirje tvorijo ovite 
vijačnice, se v raztopini samosestavi v nanostrukture, ki vsebujejo -vijačnice in 
so različnih velikosti, 
 polipeptidni gradnik, sestavljen iz treh segmentov, ki tvorijo ovite vijačnice, se v 
raztopini samosestavi v nanostrukture, ki vsebujejo -vijačnice in so različnih 
velikosti. 
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 Materiali 
 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Pri delu v laboratoriju smo uporabljali laboratorijsko opremo, ki je navedena v 
nadaljevanju. 
Naprava (proizvajalec, država): 
- Biometra Ti 3, UV-transiluminator za gele AGE (Analytik Jena AG, Nemčija), 
- centrifuga 5415R (Eppendorf, Nemčija), 
- centrifuga Avanti J-E (Beckman Coulter, Nemčija), 
- centrifuga Universal 320 R (Hettich, Nemčija), 
- centrifugirke Greiner, plastične, 10 ml (Sarstedt, Nemčija), 
- centrifugirke, plastične, 15 in 50 ml (Sarstedt, Nemčija), 
- detektor DAWN 8+ za merjenje  sipanja svetlobe pri več kotih (MALS) (Wyatt 
Technology Corporation, ZDA), 
- dializne mikrocentrifugirke (MWCO 3500 kDa) (NovaGen, Merck, ZDA), 
- dializne cevke Spectra/Por 3 (MWCO 3,5 kDa) (Spectrum Laboratories, ZDA), 
- erlenmajerice (Duran, Nemčija), 
- filtri s porami velikosti 220 in 450 nm (Sartorius Stedim Biotec GmbH, 
Nemčija), 
- fotoaparat EOS 1000D za fotografiranje gelov AGE in PAGE (Canon, 
Japonska), 
- G:BOX, aparatura za slikanje membran (SynGene, ZK), 
- HiLoad 26/600 Superdex 200 pg, kolona za ločbo proteinov s SEC (GE 
Healthcare, ZDA), 
- inkubator za bakterijske kulture (Kambič, Slovenija), 
- kivete, kvarčne, 1 cm in 1 mm (Hellma, ZDA), 
- kivete za merjenje OD600, plastične (BRAND GmbH + CO KG, Nemčija), 
- koncentratorji Amnicon Ultra-15, Ultra-4 in Ultra-0,5 (Millipore, Merck, ZDA), 
- kromatografski sistem ÄKTA za izvedbo SEC (GE Healthcare, ZDA), 
- ledomat (Scotsman Ice Machines, ZDA), 
- magnetno mešalo (Eppendorf, Nemčija), 
- magnetno mešalo (IKA, Nemčija), 
- mikrocentrifugirke (Sarstedt, Nemčija), 
- namizna centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Nemčija), 
- naprava Veriti za izvedbo PCR (Applied Biosystems, ZDA), 
- naprava Waters Alliance e2695 za HPLC (Waters Corporation, ZDA), 
- naprava za AGE (Bio-Rad, ZDA), 
- naprava za fotografiranje gelov AGE in PAGE (DNR Bio-Imaging Systems, 
Izrael), 
- naprava za pripravo dH2O (Veolia Water Technologies, ELGA LabWater, ZK), 
- naprava za pripravo MQ (Veolia Water Technologies, ELGA LabWater, ZK), 
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- naprava Zetasizer Nano za merjenje DLS (Malvern, ZK), 
- nastavki za pipete (Sarstedt, Nemčija), 
- parafilm (Bemis Company, ZDA), 
- parni sterilizator A-500/700 (Kambič, Slovenija), 
- pH meter WTW (inoLab, Xylem Analytics, Nemčija), 
- pipete za največji volumen 2,5 μl, 10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl in 5 ml 
(Eppendorf, Nemčija), 
- pipete za največji volumen 10 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl in 5 ml (Gilson, ZDA), 
- program UNICORN 7.1 za analizo podatkov pridobljenih s SEC (GE 
Healthcare, ZDA), 
- program ASTRA 6 za analizo podatkov pridobljenih s SEC-MALS (Wyatt 
Technology Corporation, ZDA), 
- program Chirascan verzija 4.5.1848.0 za analizo podatkov pridobljenih s 
spektropolarimetrom Chirascan (Applied Photophysics, ZK), 
- progam Gene Snap (Syngene, ZK) 
- program Zetasizer za analizo podatkov pridobljenih z napravo za merjenje DLS 
(Malvern, ZK), 
- sistem Mini-PROTEAN II za PAGE (Bio-Rad, ZDA), 
- sistem Mini Trans-Blot Cell za WB (Bio-Rad, ZDA), 
- sonikator TMX 400 (Tekmar, ZDA), 
- spektrofotometer Agilent Carry 8454 UV-Vis (Agilent Technologies, ZDA), 
- spektrofotometer NanoDrop 1000  (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- spektropolarimeter Chirascan za merjenje CD (Applied Photophysics, ZK), 
- spletni program PepCalc (Innovagen AB, Švedska) 
- stresalnik za bakterijske kulture (Kambič, Slovenija), 
- Superdex 200 Increase 10/300 GL, kolona za ločbo proteinov s SEC (GE 
Healthcare, ZDA), 
- tehtnica ET-111 (Tehtnica Železniki, Slovenija), 
- termoblok Thermomixer comfor (Eppendorf, Nemčija), 
- termoelektrična naprava za krmiljenje temperature pri spektropolarimetru za 
merjenje CD, serija MTCA (MelCOR, Kanada), 
- termostatirana vodna kopel (Lauda, Nemčija), 
- toplotni in hladilni cirkulator (vodna kopel) pri spektropolarimetru za merjenje 
AWC100  CD (Julabo, ZDA), 
- vibracijsko mešalo (Eppendorf, Nemčija), 
- vir napetosti PS500X za napravo za AGE (Hoefer, ZDA), 
- vir napetosti za sistema za izvedbo PAGE in WB (Bio-Rad, ZDA), 
- visokozmogljiva centrifuga (Beckman Coulter, ZDA), 
- zamrzovalnik – 80 °C (Sanyo Electric, Japonska). 
 
3.1.2 Kemikalije 
Za izvedene poskuse smo uporabili kemikalije, ki so navedene spodaj. 
Kemikalija (proizvajalec, država): 
- 2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- 5-kratni pufer Phusion HF (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- 6-kratna nanašalna raztopina za AGE, Purple Loading Dye, Gel Loading Dye, 
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Purple (6x) (New England Biolabs, ZDA), 
- aceton (Merck, ZDA), 
- agaroza (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- akrilamid (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- amonijev persulfat (APS) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- barvilo bromfenolmodro (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- benzonaza (Millipore, Merck, ZDA), 
- dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- dinatrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- disukcinimidil suberat (DSS) (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- DNA-polimeraza Phusion (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- etanol (EtOH) (Merck, ZDA), 
- etidijev bromid (EtBr) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- etilendiamino tetraocetna kislina (EDTA) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- glicerol (CARLO ERBA Reagents, Italija), 
- gojišče Lauria-Bertani (LB) po Millerju (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- gvanidinijev hidroklorid (GdnHCl) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- I-block (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- imidazol (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- InstantBlue (Expedeon, ZK), 
- izopropanol (Merck, ZDA), 
- izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG) (Inalco Pharmaceuticals, ZDA), 
- kanamicin (GoldBio, ZDA), 
- komplet kemiluminiscentnih reagentov za detekcijo prenosa western v območju 
μg (Amersham ECL, Western Blotting Detection Reagents) (GE Healthcare, 
ZDA), 
- komplet reagentov za detekcijo v območju fg (Super Signal West Femto 
Maximum Sensitivity Substrate) (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- komplet reagentov za izolacijo plazmidov iz celic, GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- komplet reagentov za izolacijo produktov PCR iz agaroznega gela, peqGold 
Gel Extraction Kit (VWR, Nemčija), 
- kozja proti-mišja sekundarna protitelesa s hrenovo peroksidazo (Santa Cruz 
Biotechnology, ZDA) 
- lizocim (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- mešanica proteaznih inhibitorjev za proteine z oznako His, brez EDTA (CPI-
His) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- natrijev deoksiholat (DOC) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- natrijev dihidrogenfosfat monohidrat (NaH2PO4 
.
 H2O) (Sigma-Aldrich, Merck, 
ZDA), 
- natrijev dodecil sulfat (NaDS) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- natrijev hidroksid (NaOH) (Merck, ZDA), 
- natrijev klorid (NaCl) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- NdeI, restrikcijska endonukleaza (New England Biolabs, ZDA), 
- nitrocelulozna membrana (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- N, N, N, N-tetrametil-etilendiamin (TEMED) (Serva, Nemčija), 
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- nosilec Ni-NTA (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- primarna mišja monoklonska protitelesa proti heksahistidinski oznaki (Qiagen, 
Nemčija), 
- proteinski velikostni standard za NaDS-PAGE (PageRuler Plus Prestained 
Protein Ladder) (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- proteinski velikostni standard za PAGE pod nativnimi pogoji (NativeMark 
Unstained Protein Standard) (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- pufer Tango (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- T5 eksonukleaza (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- Taq DNA ligaza (Thermo Fisher Scientific, ZDA), 
- trikloroocetna kislina (TCA) (Merck, ZDA), 
- Tris (Trizma base) (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA), 
- velikostni standard za AGE z različnimi fragmenti DNA z znanimi dolžinami, 
Gene Ruler DNA Ladder Mix (0,5 μg/μl 50 ng) (Fermentas, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA), 
- XhoI, restrikcijska endonukleaza (New England Biolabs, ZDA). 
 
3.1.3 Raztopine in pufri 
Za izvedene poskuse smo uporabljali raztopine in pufre, ki so navedeni spodaj. 
Raztopina (sestava): 
- 1-odstotni agarozni gel (1-odstotek (m/V) agaroze in 0,6 g/ml EtBr v pufru 
TAE), 
- 10-kratni elektroforezni pufer z NaDS (30 g Tris-HCl, 10 g NaDS, 144 g glicin, 
dopolnimo do 1 l z dH2O), 
- 10-kratni pufer za NaDS-PAGE (0,248 M Tris-HCl, 35 mM NaDS, 1,92 M 
glicin), 
- 10-kratni pufer za PAGE pod nativnimi pogoji (0,248 M Tris-HCl, 1,92 M 
glicin), 
- 30-odstotni (m/V) akrilamid/bisakrilamid, 
- 4-kratni NaDS nanašalni pufer brez reducenta (138 mM NaDS, 125 mM Tris-
HCl pH 6,8, 40-odstotni (V/V) glicerol, 0,1-odstotni (V/V) bromfenol modro), 
- 4-kratni NaDS nanašalni pufer z reducentom (320 mg NaDS, 2 ml 0,5 M Tris-
HCl pH 6,8, 3,2 ml glicerol, 0,8 ml 2-merkaptoetanol, 0,8 ml 1-odstotni (V/V) 
bromfenol modro, 1,2 ml MQ), 
- 6-kratni nanašalni pufer za AGE (0,25-odstotni (V/V) bromfenol modro, 0,25-
odstotni (V/V) ksilencianol, 40-odstotni (m/V) glukoze v dH2O), 
- 50-kratni TAE pufer za AGE (242 g Tris-HCl pH 8,0, 57,1 ml ledocetne 
kisline, 100 ml 0,5 M EDTA, dopolnimo do 1 l z dH2O), 
- elucijski pufer EL1 (6 M GdnHCl, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 
250 mM imidazol), 
- mobilna faza za SEC-MALS (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM 
TCEP), 
- PBS (0,17 M NaCl, 3,4 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4), 
- PBS-T (1-kratni PBS, 0,1-odstotni Tween 20), 
- pufer D1 (6 M GdnHCl, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl pH 8,0), 
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- pufer D2 (6 M GdnHCl, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM 
imidazol), 
- pufer D3 (6 M GdnHCl, 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 20 mM 
imidazol), 
- pufer z 10 mM imidazolom za izolacijo proteinov iz topnega dela celičnega 
lizata  (50 mM Tric-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol), 
- pufer z 20 mM imidazolom za izolacijo proteinov iz topnega dela celičnega 
lizata  (50 mM Tric-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 20 mM imidazol), 
- pufer z 250 mM imidazolom za izolacijo proteinov iz topnega dela celičnega 
lizata  (50 mM Tric-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 250 mM imidazol), 
- pufer za blokiranje membrane po WB (0,2-odstotni (m/V) I-block v 1-kratnem 
PBS-T), 
- pufer za dializo (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl), 
- pufer za inkubacijo IB z benzonazo (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM MgCl2),  
- pufer za kemijsko zamreženje (20 mM natrijev fosfat, 150 mM NaCl, pH 7,5, 1 
mM TCEP),  
- pufer za lizo IB (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 0,1 g DOC/100 ml pufra), 
- pufer za lizo za izolacijo proteinov iz topnega dela celičnega lizata (50 mM 
Tric-HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, 1 mM MgCl2), 
- pufer za prenos western/pufer za mokri prenos proteinov na membrano (25 mM 
Tris-HCl pH 8,3, 192 mM glicin, 20-odstotni metanol), 
- pufer za SEC pod denaturirajočimi pogoji (6 M GdnHCl, 150 mM NaCl, 20 
mM Tris-HCl pH 7,5), 
- pufer za SEC pod nativnimi pogoji (20 mM Tric-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 
10-odstotni (V/V) glicerol, 1 mM TCEP), 
- raztopina primarnih protiteles (2000-kratna redčitev mišjih monoklonskih 
protiteles proti-His v pufru za blokiranje membrane po WB), 
- raztopina sekundarnih protiteles (4000-kratna redčitev kozjih protiteles proti-
mišjim monoklonskim protitelesom v pufru za blokiranje membrane po WB), 
- reakcijska mešanica za izotermno sestavljanje po Gibsonu (PEG-8000, Tris-
HCl, DTT, mešanica dNTP, NAD, T5 eksonukleaza, Phusion DNA-polimeraza, 
Taq DNA-ligaza), 
- TBS (50 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl ali 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 
mM NaCl), 
- tekoče gojišče LB (25 g gojišča (LB) po Millerju (Sigma-Aldrich, Merck, 
ZDA) v 1 L dH2O), 
- TE pufer (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA). 
- TFB 1 (40 mM RbCl, 20 mM MnCl2
.
H2O, 12 mM kalijev acetat, 4 mM 
CaCl2
.
2H2O), 
- TFB 2 (4 mM MOPS, pH 6,8, 4 mM RbCl, 30 mM CaCl2
.
2H2O, 15-odstotni 
(V/V) glicerol), 
- trdno gojišče LB (25 g gojišča (LB) po Millerju (Sigma-Aldrich, Merck, ZDA) 
in 15 g agarja v 1 L dH2O), 
- Tris-HCl (1 M, različni pH), 
- Tween 20 (10-odstotna (V/V) raztopina), 
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3.1.4 Genski konstrukti 
Za vnos načrtovanih genskih konstruktov v bakterijske celice smo za osnovo uporabili 
plazmid pET-41a(+). Slednji vsebuje 5933 bp. Zapise, ki smo jih želeli izraziti v 
bakterijskih celicah, smo vstavili med restrikcijska mesta za restrikcijski endonukleazi 
NdeI (cepi na mestu 5'-CA/TATG-3') in XhoI (cepi na mestu 5'-C/TCGAG-3'). 
Vstavljen konstrukt se je v plazmidu nahajal med zaporedjema za promotor T7 in 
terminator T7, kar smo izkoristili tudi pri sekvenciranju pripravljenih genskih 
konstruktov. Z dodatkom začetnega smernega oligonukleotida, ki se prilega na 
promotor T7, in začetnega protismernega oligonukleotida, ki se prilega na terminator 
T7, smo lahko na enak način preverili pravilnost zaporedja za vse različne genske 
konstrukte. Vnos plazmida pET-41a(+) v bakterijske celice omogoči odpornost 
bakterijskih celic na delovanje kanamicina, kar smo izkoristili za selekcijo želenih 
klonov. 
Plazmida pET-41a(+), en z vstavljenim zapisom za načrtovani protein 34cald56 in drugi 
z zapisom za načrtovani protein 3APH4, sta bila že pripravljena (TWIST Bioscience, 
ZDA) in shranjena v zbirki plazmidov na Odseku D12 KI. Za pripravo genskih 
konstruktov NG34cald56 in 34cald56NG smo ju tudi uporabili, pripravili smo ju sami iz 
dveh drugih plazmidov pET-41a(+), in sicer iz enega z zapisom za NG in iz drugega z 
zapisom za 34cald56. 
V tabeli 4 so navedeni smerni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili za kloniranje in 
sekvenciranje. 
Tabela 4. Oligonukelotidi, ki smo jih uporabili pri delu. 
Ime smernega 
oligonukleotida 
Zaporedje (od 5´- proti 3´-koncu) 
začetni smerni 
oligonukleotid T7 prom 
(prilega se v območju 
promotorja T7) 
TAATACGACTCACTATAGGG 
20 nk, ki se vsi prilegajo na plazmid pET41a 
začetni protismerni 
oligonukleotid T7 term 
(prilega se v območju 
terminatorja T7) 
CTAGTTATTGCTCAGCGGT 
19 nk, ki se vsi prilegajo na plazmid pET41a 
Oligonukleotid 1 
(pET41a:NdeI:NG_for) 
GAAGGAGATATACATATGGTTAGTAAAGGTGAAGAA 
36 nk, od tega 18 nk na matrici (sam NG) 
Oligonukleotid 2 
(pET41a:NdeI:NG_rev) 
TTCTTCACCTTTACTAACCATATGTATATCTCCTTC    
36 nk, od tega 18 nk na matrici (plazmid+34Cald56)) 
Oligonukleotid 3 
(NG:TEVP:34Cald56_for) 
ATGGATGAACTGTATAAAGAGAACCTGTACTTCCAGGGCTGCGGTGAAATTCAGCAG    
57 nk, od tega 18 nk na matrici (plazmid+34Cald56) 
Oligonukleotid 4 
(NG:TEVP:34Cald56_rev) 
CTGCTGAATTTCACCGCAGCCCTGGAAGTACAGGTTCTCTTTATACAGTTCATCCAT 
57 nk, od tega 18 nk na matrici (plazmid+34Cald56) 
Oligonukleotid 5 
(35Cald56:TEVP:NG_for) 
GCCCAGCTGAAATACGGCTGCGAGAACCTGTACTTCCAGGGCGTTAGTAAAGGTGAAGAA 
60nk, od tega 18 nk na matrici (NG) 
Oligonukleotid 6 
(34Cald56:TEVP:NG_rev) 
TTCTTCACCTTTACTAACGCCCTGGAAGTACAGGTTCTCGCAGCCGTATTTCAGCTGGGC  
60nk, od tega 18 nk na matrici (34-cald-56) 
Oligonukleotid 7 
(NG:6xHis:XhoI_for) 
ATGGATGAACTGTATAAACACCACCATCACCATCATTAACTCGAG  
45 nk, od tega 27 nk na matrici (6xHis)  
Oligonukleotid 8 
(NG:6xHis:XhoI_rev) 
CTCGAGTTAATGATGGTGATGGTGGTGTTTATACAGTTCATCCAT  
45 nk, od tega 18 nk na matrici (NG) 
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3.1.5 Bakterijski sevi 
Uporabljali smo dva seva bakterije E. coli, DH5α za namene kloniranja in 
NiCo21(DE3) za produkcijo rekombinantnih proteinov.  
 
3.1.6 Na spletu prosto dostopni programi za analizo aminokislinskih zaporedij, ki smo 
jih uporabili pri delu 
Osnovne podatke o kupljenih peptidih, ti so vsebovali enako zaporedje kot posamezen 
peptidni segment, ki tvori ovito vijačnico s svojim ortogonalnim parom (št. ak, 
molekulska masa, ekstinkcijski koeficient, izoelektrična točka in drugo), smo izračunali 
s pomočjo programa PepCalc (https://pepcalc.com/) (Innovagen AB).  
S programom Agadir (http://agadir.crg.es/) smo napovedali, v kakšni meri monomeren 
peptid tvori -vijačnico [18–22].  
Osnovne podatke o rekombinantnih proteinih (št. ak, molekulska masa, ekstinkcijski 
koeficient, izoelektrična točka in drugo) smo izračunali s pomočjo programa 
ProtParam Expasy (https://web.expasy.org/protparam/) [23].  
 
3.2 Metode 
 
3.2.1 Sterilizacija materialov in raztopin 
Suh material, potreben za sterilno delo, raztopine in gojišča smo sterilizirali v avtoklavu 
20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2
.
10
5
 Pa. Sterilizacijo raztopin s 
temperaturno občutljivimi komponentami smo zagotovili s filtracijo skozi filter s 
porami velikosti 220 nm. 
 
3.2.2 Gojenje bakterijskih kultur E. coli DH5α in E. coli NiCo21(DE3) 
Vse bakterijske kulture E. coli, ne glede na sev, smo gojili v gojišču LB z dodatkom 
kanamicina in inkubirali na 37 °C. Če smo imeli tekoče gojišče, smo kulturo stresali, in 
sicer od 160 do 200 obratov na minuto (rpm).  
 
3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo pripravili produkte PCR, uporabili smo jih 
za pripravo genskih konstruktov, ki so vsebovali zaporedja za izražanje rekombinantnih 
proteinov. Pripravili smo 50 μl reakcijske mešanice za PCR, kot je navedeno v tabeli 5.  
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Tabela 5. Sestava reakcijske mešanice za PCR. 
Komponenta Količina 
matrična DNA 0,2 ng/μl 
začetni smerni oligonukleotid 0,5 μM 
začetni protismerni oligonukleotid 0,5 μM 
5-kratni Phusion HF pufer 1-kratna 
dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) 200 μM  (vsakega) 
DMSO 1/50 končnega volumna 
DNA-polimeraza Phusion 0,008 U/μl 
MQ 
razlika do končnega volumna 50 ul za posamezno reakcijsko 
mešanico 
Temperaturo reakcijskih stopenj smo prilagodili glede na temperaturo tališča prileganja 
oligonukleotidov in hkrati sledili navodilom proizvajalca za DNA-polimerazo Phusion. 
Za točno določen čas posamezne stopnje smo se odločili na podlagi priporočil 
proizvajalca za DNA-polimerazo Phusion in glede na dolžino fragmentov DNA, ki smo 
jih želeli pomnožiti (tabeli 6 in 7). 
Tabela 6. Izvedba PCR v aparaturi za PCR za fragmenta NG-TEVP in TEVP-NG. 
Stopnja Temperatura Čas 
začetna denaturacija 98 °C 1 min 
35 ciklov 
denaturacija 98 °C 15 s 
prileganje 50 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 23 s 
zaključno podaljševanje 72 °C 10 min 
konec PCR  4 °C neskončno 
Tabela 7. Izvedba PCR v aparaturi za PCR za fragmenta 34cald56-His6-plazmid in His6-plazmid-34cald56. 
Stopnja Temperatura Čas 
začetna denaturacija 98 °C 1 min 
35 ciklov 
denaturacija 98 °C 15 s 
prileganje 63 °C 30 s 
podaljševanje 72 °C 180 s 
zaključno podaljševanje 72 °C 10 min 
konec PCR   4 °C neskončno 
 
3.2.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozno gelsko elektroforezo (AGE) smo uporabili za ločevanje fragmentov DNA, in 
sicer smo na agarozni gel nanašali produkte PCR in produkte restrikcij. 
Za pripravo agaroznega gela smo najprej po navodilih proizvajalca ustrezno pripravili 
napravo za vlivanje gela in v kadičko vlili raztopino za 1-odstotni agarozni gel, ki je 
vsebovala EtBr s končno koncentracijo 0,6 g/ml, ter vstavili glavniček. Iz strjenega 
agaroznega gela smo odstranili glavniček, gel pravilno umestili v napravo za AGE in ga 
prelili z 1-kratnim pufrom TAE.  
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Vsem vzorcem smo dodali 6-kratno nanašalno raztopino, ki je predstavljala šestino 
končnega volumna nanesenega vzorca. Tako pripravljene vzorce smo nanesli v žepke 
agaroznega gela, pri tem smo vedno vsaj v en žepek nanesli tudi velikostni standard, ki 
vsebuje različne fragmente DNA z znanimi dolžinami.  
Napravo za AGE smo priklopili na vir napetosti s konstantno napetostjo 110 V. 
Elektroforezo smo ustavili, ko so barvne lise pripotovale do polovice gela. Agarozni gel 
smo poslikali, ko smo ga izpostavili ultravijolični (UV) svetlobi. 
 
3.2.5 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Gel po AGE smo postavili na ploščo, ki smo jo osvetlili s svetlobo UV, da smo lahko 
videli lise. S skalpelom smo izrezali koščke agaroznega gela, ki so vsebovali DNA 
ustrezne velikosti, in jih prenesli v predhodno stehtane mikrocentrifugirke. 
Mikrocentrifugirke s koščki agaroznega gela smo ponovno stehtali in določili mase 
koščkov. S pomočjo kompleta reagentov peqGold smo iz koščkov agaroznega gela 
izolirali produkte PCR. Glede na mase koščkov smo dodali ustrezne količine reagentov 
in sledili navodilom proizvajalca. V zadnjem koraku smo eluirali produkte PCR s 
kolone z MQ. 
S pomočjo spektrofotometra (NanoDrop) smo določili koncentracije DNA v vzorcih. 
 
3.2.6 Cepitev DNA z restrikcijskimi encimi 
Za pripravo restrikcijske mešanice (količina posameznega restrikcijskega encima za 
dano količino DNA, izbor pufra) smo upoštevali navodila proizvajalca (Thermo Fisher 
Scientific) (tabela 8). Eno enoto (1 U) posameznega restrikcijskega encima smo 
uporabili za cepitev 1 g DNA. 
Tabela 8. Sestava reakcijske mešanice za cepitev DNA z restrikcijskimi encimi. 
Komponenta Količina 
pufer Tango 2-kratni presežek pufra Tango glede na običajni volumen tega pufra 
endonukleaza XhoI (10 U/l) običajen volumen encima XhoI 
endonukleaza NdeI (10 U/l) 2-kratni presežek volumna NdeI glede na volumen encima XhoI 
DNA približno 500 ng 
MQ dodamo do končnega volumna 20 ul za posamezno reakcijsko mešanico 
Reakcijske mešanice za restrikcijo smo inkubirali na 37 °C 90 min. 
Po zaključeni reakciji smo vzorce nanesli na agarozni gel in izvedli AGE, da smo 
preverili, ali smo z restrikcijo dobili fragmente DNA pričakovanih velikosti. V primeru, 
da je restrikcija služila samo analizi genskih konstruktov, smo agarozni gel na koncu le 
poslikali, ko smo ga izpostavili svetlobi UV. Če pa smo morali po restrikciji izolirati 
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nastale fragmente DNA, smo iz agaroznega gela izrezali koščke gela z DNA ustreznih 
velikosti, iz katerih smo nato izolirali DNA.  
 
3.2.7 Izotermno sestavljanje DNA po Gibsonu 
Za pripravo plazmida z načrtovanim genskim konstruktom smo ustrezna produkta PCR 
združili s sestavljanjem po Gibsonu. Izotermno sestavljanje po Gibsonu je hitra in 
preprosta metoda, ki temelji na usklajenem delovanju treh encimov. T5 eksonukleaza 
razgrajuje DNA v smeri od 5'-konca proti 3'-koncu in s tem ustvarja previsne konce, ki 
se med sabo prilegajo. Reakcijsko mešanico (tabela 9) smo inkubirali na 50 °C, kar vodi 
do inaktivacije T5 eksonukleaze in prepreči prekomerno razgradnjo DNA. DNA-
polimeraza Phusion doda manjkajoče nukleotide in Taq DNA-ligaza poveže konce 
DNA [24]. 
Tabela 9. Sestava reakcijske mešanice za izotermno sestavljanje po Gibsonu. 
Komponenta Količina 
produkt PCR, ki vsebuje zaporedje plazmida 50 ali100 ng 
produkt PCR, ki vsebuje zaporedje za genski konstrukt in ga 
vnesemo v plazmid 
50 ali100 ng 
reakcijska mešanica za sestavljaje po Gibsonu 15 μl 
MQ dodamo do končnega volumna 20 μl 
Reakcijsko mešanico smo inkubirali 60 min na 50 °C, nato pa jo 5 min inkubirali na 
ledu in zatem transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α. 
 
3.2.8 Priprava kompetentnih celic E. coli DH5α in NiCo21(DE3) 
Celice E. coli smo nacepili na trdno gojišče LB. Naslednji dan smo posamezne kolonije 
precepili v 10 ml tekočega gojišča LB in čez noč inkubirali na 37 °C in 160 rpm. V 100 
ml ogretega gojišča LB smo dodali vcepek do vrednosti optične gostote pri 600 nm 
(OD600) 0,05. Kulturo smo inkubirali na 37 °C in 160 rpm do OD600 0,5. Kulturo smo 
ohladili na ledu, nato pa jo sterilno prenesli v sterilno centrifugirko in centrifugirali 5 
min na 4 °C in 4000 rpm. Centrifugirke smo prestavili na led, odstranili supernatant, 
dodali 30 ml hladnega pufra TFB 1 k peletu iz 100 ml kulture, resuspendirali in 90 min 
inkubirali na ledu. Zopet smo centrifugirali 5 min, na 4 °C in 4000 rpm, odstranili 
supernatant, dodali 4 ml hladnega pufra TFB 2 k peletu iz 100 ml kulture, resuspendirali 
in alikvotirali po 200 μl v sterilne mikrocentrifugirke, ki smo jih zamrznili v tekočem 
dušiku in shranili v zamrzovalniku na – 80 °C [25]. 
 
3.2.9 Transformacija kompetentnih celic E. coli DH5α in NiCo21(DE3) 
Celice smo vzeli iz zamrzovalnika na – 80 °C in jih prestavili na led. K 200 μl 
odtaljenih kompetentnih celic E. coli DH5α smo dodali 20 μl reakcijske mešanice za 
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sestavljanje po Gibsonu, in sicer je to veljalo, ko smo želeli pomnožiti želen plazmid. 
Ko pa smo že sestavljen plazmid hoteli uporabiti za izražanje rekombinantnega 
proteina, smo 0,5 μl plazmida dodali k 200 μl kompetentnih celic E. coli NiCo21(DE3).  
Celice s plazmidom smo inkubirali 20 min na ledu, nato pa izvedli 2 min toplotni šok z 
inkubacijo na 42 °C. Sterilno smo dodali 700 μl gojišča LB in celice inkubirali 1 h na 37 
°C in 350 rpm. Sledilo je centrifugiranje, in sicer 2 min pri 4000 rpm. Odpipetirali smo 
600 μl supernatanta in ga zavrgli. Pelet (celice) smo resuspendirali v preostanku 
supernatanta in suspenzijo razmazali na trdno gojišče LB s kanamicinom. Plošče smo 
inkubirali čez noč na 37 °C. Naslednji dan smo jih prestavili v hladilnik na 4 °C [25]. 
 
3.2.10 Priprava vzorcev DNA za sekvenciranje 
Uspešnost kloniranja smo dokončno potrdili s sekvenciranjem plazmidov z vstavljenimi 
genskimi konstrukti. Za sekvenciranje smo uporabili začetni smerni oligonukleotid T7 
prom, ki se prilega v območju promotorja T7, oz. začetni protismerni oligonukleotid T7 
term, ki se prilega v območju terminatorja T7. Pripravili smo 10 μl reakcijske mešanice, 
v katerih je bila ustrezna količina plazmida in smernega oz. protismernega začetnega 
oligonukleotida (tabela 10). Mešanice smo poslali na sekvenciranje v podjetje Eurofin 
Genomics in čez nekaj dni dobili rezultate sekvenciranja, ki smo jih primerjali z 
načrtovanim nukleotidnim zaporedjem. 
Tabela 10. Sestava reakcijske mešanice za sekvenciranje. 
Komponenta Količina 
DNA 450 ng 
začetni oligonukleotid  2,5 μM 
MQ  dodali do končnega volumna 10 μl 
 
3.2.11 Izolacija plazmidne DNA s komercialno dostopnim kompletom reagentov 
V 10 ml gojišča LB s kanamicinom smo nacepili celice E. coli DH5α, ki smo jih 
predhodno transformirali s pripravljenim plazmidom. Kulturo smo inkubirali čez noč na 
37 °C in 180 rpm. Naslednji dan smo kulturo centrifugirali 5 min na sobni temperaturi 
pri 10.000 rpm, odstranili supernatant ter iz peleta celic izolirali plazmid s kompletom 
reagentov GeneJET. Pri delu smo sledili navodilom proizvajalca.  
 
3.2.12 Določanje koncentracije DNA 
Za določanje koncentracije DNA (npr. izoliran plazmid, očiščen fragment DNA) smo 
uporabili spektrofotometer (NanoDrop). Na merilno površino smo nanesli 1,2 μl vzorca 
in izmerili absorbanco v območju od 220 nm do 350 nm. Iz vrednosti absorbance pri 
260 nm (A260) smo pridobili podatek o koncentraciji DNA. Iz oblike izmerjenega 
spektra ter razmerja med A260 in A280 smo ocenili čistost vzorca.  
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3.2.13 Izražanje proteinov v transformiranih celicah E. coli NiCo21(DE3) 
Kolonijo transformiranih celic E. coli NiCo21(DE3) smo nacepili v 200 ml gojišča LB s 
kanamicinom ter inkubirali čez noč na 37 °C in 180 rpm.  Naslednji dan smo izmerili 
OD600 prekonočne kulture, nato pa prekonočni vcepek dodali v 1,5 l gojišča LB s 
kanamicinom, da je bila vrednost OD600 približno 0,1. Tako pripravljene kulture smo 
inkubirali na 37 °C in 160 rpm. Ko je gostota celic v bakterijski kulturi narasla do 
vrednosti OD600 med 0,6 in 0,7, smo sprožili prepisovanje našega genskega konstrukta 
in s tem produkcijo rekombinantnega proteina z dodatkom induktorske molekule IPTG 
(delovna koncentracija IPTG je bila 0,5 mM). Nadaljevali smo z inkubacijo kulture, in 
sicer na 30 °C in 160 rpm. Štiri ure po indukciji z IPTG smo bakterijsko kulturo iz 
gojilnih posod (erlenmajeric) prelili v centrifugirke in kulturo centrifugirali (5500 rpm, 
5 min pri 4 °C). Supernatant smo zavrgli, pelete celic pa shranili v zamrzovalniku na – 
20 °C. 
 
3.2.14 Izolacija proteinov iz inkluzijskih telesc z nikljevo afinitetno kromatografijo 
Vsi genski konstrukti so vsebovali histidinsko oznako na C-koncu proteina (His6 ali 
His8), ki nam je omogočila izolacijo proteinov z nikljevo afinitetno kromatografijo. Ob 
prvi izolaciji rekombinantnega proteina smo z NaDS-PAGE in WB vedno najprej 
preverili, ali se nastali protein nahaja v netopni frakciji celičnega lizata, to je t. i. 
inkluzijskih telescih (angl. inclusion bodies, IB), ali v topni frakciji (supernatantu), in 
nato na podlagi tega podatka izvedli izolacijo po ustreznem postopku. Če je bil protein 
prisoten pretežno v supernatantu, smo izvedli izolacijo proteina iz topne frakcije pod 
nativnimi pogoji, v nasprotnem primeru, ko se je protein nahajal v IB, pa smo izvedli 
izolacijo proteina pod denaturajočimi pogoji v prisotnosti GdnHCl. 
V primeru izolacije proteina iz IB smo pelet celic, ki smo jih pridobili po centrifugiranju 
1 l bakterijske kulture po zaključku fermentacije, lizirali na ledu z 9 ml pufra za lizo IB, 
v katerega smo dodali mešanico proteaznih inhibitorjev (CPI-His). Vzorec smo 
vorteksirali toliko časa, dokler nismo dobili homogene suspenzije. Med lizo in nato še 
soniciranjem smo imeli vzorec ves čas na ledu. Vzorec smo 4 min homogenizirali z 
ultrazvočno sondo s pulznim soniciranjem, uporabili smo interval, kjer je ultrazvočni 
sunek trajal 1 s (ON), temu pa so sledile 3 s pavze (OFF), ter 55-odstotno jakost 
amplitude (ponovili smo pet ciklov soniciranja). Majhen volumen celičnega lizata (50 
µl) smo odvzeli za analizo z NaDS-PAGE. 
Celične lizate po soniciranju smo prenesli v 10 ml centrifugirke in centrifugirali 30 min 
na 4 °C in 12.000 rpm. Supernatant smo ločili od peleta, odvzeli vzorec supernatanta 
(50 µl) in peleta (majhna količina, ki smo jo prenesli v mikrocentrifugirko z nastavkom 
za elektronske pipete; volumen ni presegal volumna za 10 ul raztopine) za NaDS-PAGE 
in WB ter nato oba vzorca shranili na – 20 °C.  
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Sledilo je spiranje peleta v pufru za lizo. Vsakemu peletu v 10 ml centrifugirki smo 
dodali 8 ml pufra za lizo, resuspendirali, vorteksirali in centrifurali 15 min, na 4 °C in 
12.000 rpm. 
Po centrifugiranju smo supernatant odlili, pelete pa resuspendirali v skupnem volumnu 
10 ml pufra za inkubacijo IB (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM MgCl2) in prenesli v 15 
ml falkonko. Dodali smo še 1 ul encima benzonaze. Tako pripravljen vzorec smo 
inkubirali 1 h na sobni temperaturi, na stresalniku pri < 500 rpm. 
Vzorec smo nato centrifugirali 45 min, na 4 °C in 12.000 rpm. Supernatant smo odlili. 
Na tej stopnji smo takoj nadaljevali z delom ali pa smo pelet shranili na – 20 °C in z 
izolacijo nadaljevali kasneje. 
Pelet, ki vsebuje IB, smo raztopili v 8 ml pufra D1 in centrifugirali 10 min na 12.000 
rpm. Ker pufer D1 vsebuje 6 M GdnHCl, so se IB raztopila, v peletu pa so ostale 
nečistoče, tj. netopni ostanki celičnih sten. Supernatant smo prenesli v novo falkonko in 
vzorec prefiltrirali skozi  filter s porami z velikostjo 450 nm.  
S spektrofotometrom (Agilent Cary 8454 UV-Vis) smo izmerili celokupno absorbanco 
proteinov v vzorcu pri 280 nm. Iz dobljenega spektra smo lahko iz oblike krivulje 
razbrali tudi prisotnost nukleinskih kislin. Tudi po tem koraku, ko so bila IB raztopljena 
v pufru D1, smo občasno vzorce shranili na – 20 °C in z delom nadaljevali drugič. 
Uporabili smo nosilec, ki ga predstavljajo 6-odstotno zamrežene agarozne kroglice z 
nitrilotriocetno kislino (angl. nitrilotriacetic acid, NTA) na površini, ki imobilizira Ni
2+
 
ione preko štirih koordinacijskih vezi (Ni-NTA). Zaradi negativno nabite oznake His6 se 
je protein vezal na ione Ni
2+
 na nosilcu Ni-NTA, in sicer preko dveh preostalih prostih 
koordinacijskih vezavnih mestih. S postopnim višanjem koncentracije imidazola pri 
spiranju kolone smo najprej odstranili nevezane nečistoče, nazadnje pa eluirali želeni 
protein [26, 27]. 
Najprej smo plastično kolono napolnili s 3 ml nosilca Ni-NTA, ga sprali s 120 ml MQ 
ter nato ekvilibrirali s 60 ml pufra D1. Plastično kolono s tako pripravljenim nosilcem 
Ni-NTA smo nato od spodaj zaprli in pokrovček dodatno zatesnili s parafilmom. Vanj 
smo prelili vzorec v pufru D1. Kolono smo zatesnili tudi na vrhu in dodatno povili s 
parafilmom. Sledilo je rahlo stresanje nosilca in vzorca 1 h na sobni temperaturi. 
Po 1 h inkubaciji smo zbrali nevezano frakcijo in odvzeli vzorec za NaDS-PAGE, da 
smo preverili, ali smo na nosilec vezali večino proteina ali se morda izplača izvesti 
ponovno izolacijo. Nevezano frakcijo smo shranili na – 20 °C. 
Nato smo najprej nosilec z vezanim proteinom spirali s pufrom D1, dokler ni vrednost 
A280 padla pod 0,02. Sledilo je spiranje s pufrom D2, dokler vrednost A280 ni padla pod 
0,02. Ponovili smo še spiranje s pufrom D3, dokler vrednost A280 ni padla pod 0,02. 
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Protein smo eluirali z nosilca s pufrom EL1, tako da smo zbirali frakcije po 1 ml v 1,5 
ml centrifugirkah. 
Frakcije smo takoj po eluciji shranili na ledu in s spektrofotometrom izmerili vrednosti 
A280. Glede na koncentracijo proteina v posamezni frakciji smo se odločili, katere 
frakcije bomo združili in pripravili za nanos na kolono za izključitveno kromatografijo z 
ločevanjem po velikosti. Frakcije smo shranili za dan ali dva v hladilniku na 4 °C, v 
primeru daljšega časa neuporabe pa v zamrzovalniku na – 20 °C. 
Zbrane frakcije (vsako frakcijo posebej ali pa en vzorec, ki je vseboval združene 
frakcije) smo analizirali z NaDS-PAGE in WB. 
 
3.2.15 Izolacija proteinov iz topne frakcije z nikljevo afinitetno kromatografijo 
Zamrznjen pelet celic po končani fermentaciji 1 l bakterijske kulture smo postavili na 
led, dodali 9 ml hladnega pufra za lizo (pufer za lizo za izolacijo proteinov iz topne 
frakcije) in resuspendirali. V suspenzijo smo dodali še 45 μl lizocima (0,1 g/ml), 0,54 μl 
nukleaze benzonaze in 18 μl mešanice proteaznih inhibitorjev (CPI-His). Suspenzijo 
smo inkubirali na ledu 30 min, nato je sledilo soniciranje. 
Med soniciranjem smo imeli vzorec ves čas na ledu. Vzorec smo efektivno sonicirali 5 
min, z intervali, kjer je ultrazvočni sunek trajal 1 s (ON), temu pa so sledile 3 s pavze 
(OFF),  ter s 50-odstotno amplitudo. Vzeli smo 50 μl celičnega lizata in ga shranili v 
zamrzovalniku na – 20 °C za kasnejšo analizo z NaDS-PAGE. Soniciran vzorec smo 
centrifugirali 45 min, na 4 °C in 12.000 rpm.  
Supernatant smo ločili od peleta in ga prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 220 nm in 
izmerili absorbanco v območju od 200 nm do 600 nm. Pričakovali smo značilno obliko 
spektra za protein, iz vrednosti A280 pa smo dobili podatek o približni celokupni 
koncentraciji proteinov v topni frakciji. 50 μl supernatanta smo shranili na – 20 °C za 
kasnejšo analizo z NaDS-PAGE. Na tej stopnji smo nadaljevali z naslednjim korakom 
izolacije ali pa smo vzorec shranili v zamrzovalniku na – 20 °C. 
V prazeno plastično kolono smo dali 3 ml originalnega ali regeneriranega nosilca Ni-
NTA. Nosilec smo sprali s 120 ml MQ vode in ekvilibrirali s 60 ml pufra z 10 mM 
imidazolom. 
Plastično kolono smo od spodaj zaprli in dodatno zavili s parafilmom in dodali vzorec 
(tj. supernatant) k nosilcu Ni-NTA. Kolono smo zaprli tudi na vrhu in dodatno zatesnili 
s parafilmom. Kolono z vzorcem in nosilcem Ni-NTA smo stresali v hladilniku na 4 °C, 
1 h in 300 rpm. 
Po 1 h inkubaciji smo najprej zbrali nevezano frakcijo vzorca in jo shranili na – 20 °C, 
še prej pa odvzeli 50 ali 100 ul za kasnejšo analizo z NaDS-PAGE. Nosilce z vezanim 
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proteinom smo najprej sprali z 10 mM imidazolom, dokler ni vrednost A280 padla pod 
0,02. Sledilo je spiranje nosilca z 20 mM imidazolom, dokler vrednost A280 ni padla pod 
0,02. Protein smo eluirali z nosilca s pufrom za eluiranje z 250 mM imidazolom. Zbirali 
smo frakcije po 1 ml v 1,5 ml centrifugirkah. Vsem frakcijam smo izmerili A280 in 
združili frakcije z največjimi koncentracijami proteina, ki smo jih kasneje nanesli na 
kolono za izključitveno kromatografijo z ločevanjem po velikosti. 
 
3.2.16 Čiščenje proteinskih vzorcev z izključitveno kromatografijo z ločevanjem po 
velikosti 
Z izključitveno kromatografijo z ločevanjem po velikosti (angl. size exclusion 
chromatography, SEC) pod nativnimi pogoji smo ločili monomerno obliko 
rekombinantnega proteina od različnih multimernih oblik istega proteina in ostalih 
proteinov, ki so bili prisotni v vzorcu po prvem koraku izolacije (afinitetna 
kromatografija z uporabo nosilca Ni-NTA). To metodo smo uporabili tudi za ločbo 
proteinov pod denaturirajočimi pogoji.  
Za to delo smo uporabljali sistem ÄKTA, na katerega smo priključili kolono HiLoad 
26/600 Superdex 200 pg (GE Healthcare), ki smo jo hranili v 20-odstotnem (V/V) 
EtOH. Celoten sistem in kolono smo vedno najprej sprali z MQ, nato pa še z ustreznim 
pufrom. Vse raztopine, ki smo jih uporabili pri SEC, smo vedno pred uporabo filtrirali 
skozi filter z velikostjo por 220 nm in degazirali. Na kolono smo injicirali od 5 ml do 12 
ml vzorca, ki smo ga predhodno filtrirali skozi filter z velikostjo por 220 nm in 
degazirali. 
Glede na pufer, v katerem se je vzorec nahajal, smo nastavili pretok tega pufra skozi 
kolono: v primeru pufra za izolacijo pod nativnimi pogoji (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 
mM NaCl, 10-odstotni (V/V) glicerol, 1 mM TCEP) smo za to kolono uporabili pretok 
2,6 ml/min, v primeru pufra za izolacijo pod denaturirajočimi pogoji (6 M GdnHCl, 150 
mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5) pa pretok 2 ml/min. Obe ločbi smo delali pri sobni 
temperaturi. Z zbiranjem eluiranih proteinov s kolone smo pričeli takoj, ko se je pričel 
signal za A280 večati, in sicer smo zbirali frakcije z volumnom 4 ml. 
Za zbrane frakcije, ki smo jih pridobili s to ločbo in ki so ustrezale kromatografskim 
vrhovom, smo preverili koncentracijo proteinov z dodatnim merjenjem A280 ter jih 
analizirali z NaDS-PAGE in WB. Frakcije, ki so vsebovale monomerno obliko proteina, 
smo zamrznili v tekočem dušiku in shranili v zamrzovalniku na – 80 C. 
 
3.2.17 Dializiranje proteinskih vzorcev 
Dializo vzorcev smo naredili, ko smo hoteli rekombinantni protein, ki je bil v pufru s 6 
M GdnHCl v denaturiranem stanju, zviti in s tem pridobiti topen protein, da smo ga 
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analizirali z več metodami. Za majhne volumne vzorcev, ki so vsebovali GdnHCl, smo 
uporabili dializne epice (z izključitveno molekulsko maso (angl. molecular weight cut-
off, MWCO) 3500 Da), pri večjih volumnih pa dializne cevke (3500 Da MWCO). 
Dializno epico ali cevko smo napolnili z vzorcem in pritrdili na plastični nosilec, tako 
da je bil vzorec potopljen v dializnem pufru. V primeru manjših volumnov vzorcev smo 
uporabili dvakrat po 1 l dializnega pufra, v primeru večjih volumnov pa po 2 l 
dializnega pufra. Dializa je potekala v hladilniku na 4 °C ob neprestanem mešanju 
dializnega pufra. Najprej smo vzorce dializirali od 3 h do 4 h, nato pa zamenjali dializni 
pufer z na novo pripravljenim dializnim pufrom in pustili vzorce dializirati preko noči.  
 
3.2.18 Koncentriranje proteinskih vzorcev 
Vzorce s prenizko koncentracijo proteina smo koncentrirali v koncentratorjih Amicon 
(Millipore, Merck). Glede na molekulsko maso proteina smo uporabili koncentratorje z 
MWCO 3000 Da ali 5000 Da. Pri izbiri velikosti koncentratorja smo upoštevali 
volumen vzorca, ki smo ga želeli skoncentrirati. Za izbiro hitrosti, ki smo jih uporabili 
za centrifugiranje različnih koncentratorjev, smo upoštevali navodila proizvajalca. 
Preden smo pričeli s koncentriranjem vzorca, smo koncentrator sprali in napolnili z MQ 
ter ga centrifugirali 5 min, da smo omočili filter. MQ smo nato odstranili in 
koncentrator napolnili z vzorcem. Vzorce smo centrifugirali na 4 °C tako dolgo, da smo 
jih skoncentrirali na želeni volumen oz. koncentracijo proteina. Po koncentriranju smo 
koncentrator sprali z MQ in ga shranili v 20-odstotnem (V/V) EtOH. Koncentrator smo 
lahko ponovno uporabili za isti protein, a pri tem smo zmanjšali hitrost centrifugiranja 
od priporočene hitrosti za 10 do 15 odstotkov. 
 
3.2.19 Merjenje absorbance in določanje koncentracije proteina 
Koncentracije peptidov in proteinov v vzorcih smo določili s pomočjo UV-Vis 
spektrofotometra (Agilent Cary 8454 UV-Vis). Izmerili smo spekter od 200 nm do 600 
nm. Za izračun koncentracije smo uporabili vrednost A280, ki smo jo izračunali tako, da 
smo od absolutne vrednosti A280 odšteli absolutno vrednost absorbance pri 350 nm 
(A350), in zvezo za Beer-Lambertov zakon (enačba 1). 
         [
  
  
]  
         
        [
 
    
]   [  ]
 ,                             (enačba 1) 
kjer cprotein pomeni masno koncentracijo proteina, εprotein absorbcijski koeficient proteina, 
ki nam pove, koliko svetlobe lahko protein absorbira pri določeni valovni dolžini 
(uporabili smo vrednost pri 280 nm), in l dolžino optične poti svetlobe skozi vzorec 
(uporabljali smo kvarčno kiveto z optično potjo 1 cm). 
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3.2.20 Obarjanje proteinov s triklorocetno kislino 
Za analizo proteinov z NaDS-PAGE smo pri vzorcih, ki so vsebovali GdnHCl ali 
imidazol, ta morali odstraniti, saj visoke koncentracije denaturantov ali soli povzročijo, 
da proteini po gelu ne potujejo pravilno. Zato smo takšnim vzorcem dodali TCA, s 
čimer smo proteine v vzorcu oborili in nato z nadaljnjim spiranjem iz vzorca odstranili 
GdnHCl ali imidazol. 
Vzorcem smo dodali četrtino končnega volumna 100-odstotne (m/V) TCA in zamrznili 
na – 20 °C za vsaj 30 min. Vzorce smo nato odtalili in 5 min centrifugirali na 4 °C in 
17.500 rpm. Supernatant smo odstranili, pelet pa sprali z 200 μl ledeno hladne raztopine 
100-odstotnega (V/V) acetona in ponovno 5 min centrifugirali na 4 °C in 17.500 rpm. 
Odpipetirali smo supernatant in ponovili spiranje z enakim volumnom acetona. Po 
končnem centrifugiranju smo aceton v celoti odstranili iz vzorca, tako da smo odprte 
mikrocentrifugirke s peleti za 5 min postavili v termoblok na 95 °C. Posušen pelet smo 
raztopili v 1-kratnem nanašalnem pufru za NaDS-PAGE, ki je bil z ali brez reducenta. 
Vzorce smo pred nanosom na gel za NaDS-PAGE 5 min inkubirali na 95 °C in 
centrifugirali 2 min na 14.000 rpm [28]. 
 
3.2.21 Poliakrilamidna gelska elektroforeza pod nativnimi pogoji 
Raztopine za gele za PAGE pod nativnimi pogoji smo pripravili tako, kot je navedeno v 
tabeli 11 in tabeli 12. Najprej smo v digestoriju sestavili napravo za vlivanje gelov po 
navodilih proizvajalca in vlili raztopino za ločevalni gel z želenim odstotkom mešanice 
akrilamid/bisakrilamid. Takoj smo dolili še malo izopropanola, da smo izravnali 
površino ločevalnega gela. Ko se je ločevalni gel strdil, smo s filter papirčki odstranili 
preostali izopropanol in vlili raztopino za vstopni gel, ki je vseboval 4-odstotno 
raztopino mešanice akrilamid/bisakrilamid, in vstavili glavniček za 10 ali 15 žepkov. 
Glavniček smo odstranili, ko se je vstopni gel strdil. Tako pripravljene gele za PAGE 
pod nativnimi pogoji smo shranili v omočenih papirnatih brisačkah v hladilniku pri 4 °C 
do 14 dni ali pa smo jih takoj uporabili. 
Tabela 11. Volumni komponent za pripravo dveh 8-odstotnih (V/V) ločitvenih gelov debeline 1,5 mm za PAGE 
pod nativnimi pogoji. 
Komponenta 
Volumen za dva 
8-odstotna ločevalna gela 
MQ 9,2 ml 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 5,2 ml 
30-odstotni (m/V) akrilamid/bisakrilamid 5,2 ml 
10-odstotni (m/V) APS 200 μl_ 
TEMED 20 μl 
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Tabela 12. Volumni komponent za pripravo dveh 4-odstotnih (V/V) vstopnih gelov debeline 1,5 mm za PAGE 
pod nativnimi pogoji. 
Komponenta 
Volumen za dva 
4-odstotna vstopna gela 
MQ 5,95 ml_ 
1,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 2,5 ml 
30-odstotni (m/V) akrilamid/bisakrilamid 1,34 ml_ 
10-odstotni (m/V) APS 100 μl_ 
TEMED 10 μl 
Vzorce za PAGE pod nativnimi pogoji smo pripravili tako, da smo jim dodali četrtino 
končnega volumna 4-kratnega nanašalnega pufra za PAGE pod nativnimi pogoji, ki je 
brez SDS in reducenta. Vzorce smo pred nanosom centrifugirali 5 min na 14.000 rpm. 
Uporabili smo vertikalni sistem Mini-PROTEAN II, ki smo ga sestavili po navodilih 
proizvajalca (BioRad). Celotno komoro smo postavili v led, tako smo preprečili 
segrevanje in posledično možno denaturacijo proteinov. V komoro smo dolili potrebno 
količino ohlajenega pufra za PAGE pod nativnimi pogoji, nanesli vzorce in proteinski 
velikostni standard za PAGE pod nativnimi pogoji (NativeMark Unstained Protein 
Standard), ki vsebuje proteine z znanimi molskimi masami, ter pričeli s PAGE pod 
nativnimi pogoji. Napravo smo za 90 min do 120 min priklopili na konstantni vir 
napetosti s 125 V. 
Po končani elektroforezi smo gel obarvali z raztopino InstantBlue in ga poslikali ali pa ga 
uporabili za prenos western. 
 
3.2.22 Polikrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
Gele za poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS-PAGE) smo pripravili na enak način kot gele za PAGE pod nativnimi pogoji, 
razlika je bila v sestavi raztopin za gele, ki smo jih pripravili tako, kot je navedeno v 
tabeli 13 in tabeli 14.  
Tabela 13. Volumni komponent za pripravo dveh 8-, 12- ali 15-odstotnih (V/V) ločitvenih gelov debeline 1,5 
mm za NaDS-PAGE. 
Komponenta 
Volumen za dva 
10-odstotna ločevalna 
gela 
Volumen za dva 
12-odstotna ločevalna 
gela 
Volumen za dva 
15-odstotna ločevalna 
gela 
MQ 7,6 ml 6,4 ml 4,4 ml 
1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 5,2 ml 5,2 ml 5,2 ml 
30-odstotni (m/V) 
akrilamid/bisakrilamid 
6,8 ml _8 ml ,10 ml 
10-odstotni (m/V) APS 200 μl_ 200 μl_ 200 μl_ 
10-odstotni (m/V) NaDS  200 μl_ 200 μl_ 200 μl_ 
TEMED 20 μl 20 μl 20 μl 
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Tabela 14. Volumni komponent za pripravo dveh 4-odstotnih (V/V) vstopnih gelov debeline 1,5 mm za NaDS-
PAGE. 
Komponenta 
Volumen za dva 
4-odstotna vstopna gela 
MQ 5,95 ml_ 
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) 2,5 ml 
30-odstotni (m/V) akrilamid/bisakrilamid 1,34 ml_ 
10-odstotni (m/V) APS 100 μl_ 
10-odstotni (m/V) NaDS 100 μl_ 
TEMED 10 μl 
Vzorce, ki niso vsebovali GdnHCl ali imidazola, smo za NaDS-PAGE pripravili tako, 
da smo jim dodali četrtino končnega volumna 4-kratnega nanašalnega pufra za NaDS-
PAGE, z dodatkom ali brez dodatka reducenta. Vzorce, ki so vsebovali GdnHCl ali 
imidazol, smo precipitirali s TCA. Pred nanosom na gel smo vse vzorce inkubirali 5 
min na 95 °C in nato centrifugirali 2 min na 14.000 rpm.  
Uporabili smo vertikalni sistem Mini-PROTEAN II, ki smo ga sestavili po navodilih 
proizvajalca (Bio-Rad). V komoro smo dolili potrebno količino ohlajenega pufra za 
NaDS-PAGE, nanesli vzorce in proteinski velikostni standard (PageRuler Plus 
Prestained Protein Ladder), ki vsebuje proteine z znanimi molskimi masami, ter pričeli 
z NaDS-PAGE. Napravo smo za 45–55 min priklopili na konstantni vir napetosti 200 V. 
Po končani elektroforezi smo gel obarvali z raztopino InstantBlue in ga slikali ali pa ga 
uporabili za prenos western. 
 
3.2.23 Prenost western in imunodetekcija proteinov na membrani 
Za prenos western smo uporabili sistem Mini Trans-Blot Cell. Ločevalni gel po 
zaključeni NaDS-PAGE ali PAGE pod nativnimi pogoji, membrano z velikostjo por 
450 nm, filter papirje in gobice smo pred uporabo namočili v pufru za prenos western. 
Kaseto smo sestavili po navodilih proizvajalca (Bio-Rad) in jo postavili v komoro z 
ledenim blokom in pufrom za prenos western. Raztopino v komori smo ves čas mešali. 
Komoro za prenos western smo priključili na konstantni vir toka s 350 mA in pustili, da 
električni tok teče 90 min. 
Po prenosu western smo membrano na sobni temperaturi 90 min blokirali v 0,2-odstotni 
(m/V) raztopini I-block, ki smo jo pripravili v 1-kratnem pufru PBS-T, tako da smo jo  
rahlo stresali (50 rpm). V nekaterih primerih smo membrano blokirali na 4 °C, in sicer 
čez noč brez stresanja, in z delom nato nadaljevali naslednji dan. 
Po blokiranju smo membrano najprej inkubirali v prisotnosti primarnih mišjih 
monoklonskih protiteles proti heksahistidinski oznaki (Qiagen) (redčitev 1 : 2000) v 
0,2-odstotni (m/V) raztopini I-block v 1-kratnem pufru PBS-T, inkubacija je potekala 
90 min na sobni temperaturi in 150 rpm ali pa čez noč na 4 °C in 150 rpm. Sledilo je 3-
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kratno petminutno spiranje membrane z 1-kratnim pufrom PBS-T, za kar smo uporabili 
stresalnik (50 rpm). 
Po končanem spiranju smo membrano inkubirali še v prisotnosti kozjih proti-mišjih 
sekundarnih protiteles s hrenovo peroksidazo (Santa Cruz Biotechnology) (redčitev 1 : 
4000) v 0,2-odstotnem (m/V) I-block v 1-kratnem pufru PBS-T, in sicer 45 min na 
sobni temperaturi in 150 rpm. Pozorni smo bili, da smo inkubacijo zaključili 
pravočasno, da smo s tem preprečili nespecifično vezavo sekundarnih protiteles. 
Sledilo je 3-kratno petminutno spiranje membrane z 1-kratnim pufrom PBS-T, za kar 
smo uporabili stresalnik (50 rpm).  
Za detekcijo proteinov v območju μg smo uporabili komplet dveh reagentov za 
kemoluminescenco (Amersham ECL, Western Blotting Detection Reagents), pri 
uporabi katerega smo upoštevali navodila proizvajalca (GE Healthcare). Kadar pri 
detekciji nismo zaznali dobro vidnih lis, smo membrano ponovno sprali v 1-kratnem 
pufru PBS-T in uporabili komplet reagentov za detekcijo v območju fg (Super Signal 
West Femto Maximum Sensitivity Substrate), pri uporabi katerega smo upoštevali 
navodila proizvajalca (Thermo Fisher Scientific). 
Za slikanje smo uporabili sistem za dokumentacijo (G:box, Syngene) in program Gene 
Snap (Syngene). Najprej smo slikali membrano z belo svetlobo, da smo s tem dobili 
sliko membrane z vidno lestvico proteinov, ki se nahajajo v proteinskem velikostnem 
standardu, kot smo jo videli s prostim očesom. To sliko smo nato spremenili v 
monokromatno sliko. Nato pa smo naredili še serijo slik v popolni temi in s tem 
detektirali emitirano svetlobo zaradi kemoluminescence. Iz serije smo izbrali najbolj 
jasno sliko, prilagodili osvetljenost in prilegali to sliko na monokromatno sliko, ki je 
prikazovala lestvico proteinov. Na tak način smo dobili sliko membrane, kjer smo lahko 
glede na lestvico proteinov ocenili velikost proteina, ki smo ga detektirali s protitelesi 
proti heksahistidinski oznaki (cel protein in morebitne razgradne produkte tega proteina, 
ki so vsebovali heksahistidinsko oznako). 
 
3.2.24 Določanje sekundarne strukture proteinov z merjenjem cirkularnega 
dikroizma 
Proteini so optično aktivne snovi, saj vsebujejo kiralne centre (npr. Cα atomi), kar nam 
omogoča karakterizacijo s polarizirano svetlobo. Pri prehodu žarka skozi proteinski 
vzorec pride do razlike v absorbciji levo-sučne in desno-sučne cirkularno polarizirane 
svetlobe. Spektropolarimeter za merjenje cirkularnega dikroizma (CD) (Applied 
Photophysics) izmeri to razliko v absorbanci. V primeru proteinskih vzorcev pride do 
absorbcije pri valovnih dolžinah krajših od 240 nm pretežno zaradi peptidnih vezi [29]. 
Program Chirascan (Applied Photophysics) poda v izbranem območju izmerjene 
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podatke s spektropolarimetom kot CD spektre eliptičnosti (θ) (enota mdeg) v odvisnosti 
od valovnih dolžin (nm). 
Podatke, zbrane pri počasnem segrevanju ali ohlajanju proteinskih vzorcev, smo 
normalizirali na peptidno vez v posameznem vzorcu. Najprej smo izračunali povprečno 
molekulsko maso aminokislinskega ostanka (angl. mean residue weight, MRW) v 
proteinu: 
    [
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]
   
 ,             (enačba 2) 
kjer M predstavlja molekulsko maso proteina in N predstavlja število aminokislinskih 
ostankov proteina (N – 1 je število peptidnih vezi v proteinu) [29]. 
Sledil je izračun za povprečno eliptičnost aminokislinskega ostanka pri 222 nm (angl. 
mean residue ellipticity at 222 nm, MRE222 nm): 
          [
        
    
]    
    [
 
   
]  [ ]    [    ]
     [  ]    [
 
  
]
 ,     (enačba 3) 
kjer [θ]222 nm predstavlja eliptičnost pri 222 nm, d predstavlja dolžino poti žarka skozi 
vzorec in c predstavlja masno koncentracijo proteina v vzorcu [29]. 
Iz oblike spektrov lahko ločimo različne sekundarne strukture proteinov. Takšna 
detekcija nam omogoča, da preverimo, ali je v procesu zvijanja proteina prišlo do zvitja 
proteina ali pa se ta nahaja v razvitem stanju ter kako spreminjanje pogojev (npr. 
temperatura, koncentracija soli, vrednost pH…) vpliva na zvitje. 
Najprej smo izmerili spekter CD za pufer, v katerem je bil raztopljen proteinski vzorec, 
in nato v programu Chirascan vključili možnost, da je program samodejno odšteval 
vrednosti tega ozadja (pufer) od izmerjenih vrednosti za vsak vzorec. Sledila je meritev 
vzorca s koncentracijo proteina okoli 0,3 mg/ml. Za meritve smo uporabljali kvarčno 
kiveto z optično potjo 1 mm.  
Z merjenjem CD smo določili elemente sekundarne strukture pripravljenih proteinov in 
na tak način spremljali njihovo stabilnost v raztopinah z različno koncentracijo 
denaturanta GdnHCl ali pri različnih temperaturnih pogojih, saj se je s spreminjanjem 
teh pogojev spreminjala sekundarna struktura proteinov in s tem vrednost in oblika 
signala CD. Pri različnih temperaturah (20 °C (občasno smo namesto 20 °C uporabili 10 
°C ali 25 °C), 40 °C in 90 °C) smo posneli spektre od 200 (ali 208) nm do 260 nm, in 
sicer v korakih po 1 nm. Za določanje temperaturne stabilnosti proteinov smo izvedli 
temperaturno denaturacijo, tako da smo vzorec postopno segrevali v območju od 20 °C 
do 90 °C. Vzorec smo segrevali v korakih po 1 °C/min, meritev (signal CD pri 222 nm) 
smo izvedli pri vsakem temperaturnem koraku. 
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Predstavljeni rezultati so povprečje treh meritev. Vse krivulje v spektrih CD so 
poglajene v območju 3 nm. Rezultati temperaturne denaturacije prikazujejo samo eno 
meritev, vendar smo za vsak vzorec meritev izvedli vsaj dvakrat. 
 
3.2.25 Določanje velikosti proteinskih nanostruktur z dinamičnim sipanjem svetlobe 
Z napravo za dinamično sipanje svetlobe (DLS) (Zetasizer Nano, Malvern) smo določili 
velikost proteinskih nanostruktur in njihovo zastopanost v proteinskem vzorcu. Pri 
analizi z DLS skozi vzorec pošljemo laserski žarek, katerega del se sipa na delcih. 
Zaradi Brownovega gibanja se razdalje med delci v vzorcu neprestano spreminjajo, kar 
povzroči konstruktivne in destruktivne interference sipane svetlobe. To opazimo kot 
spremembe v intenziteti sipane svetlobe s časom. Manjši delci se v raztopini gibajo 
hitreje kot veliki, kar vodi do hitrejših in pogostejših sprememb v intenziteti, zato lahko 
iz sprememb v intenziteti izvemo, kako hitro se delci, ki sipajo svetlobo, premikajo in 
posledično njihov hidrodinamski radij [30].  
Meritve za vsak vzorec smo izvedli trikrat pri 20 °C. Za proteinske vzorce v pufru s 
koncentracijo GdnHCl večjo od 200 mM smo uporabili standardni postopek za izvedbo 
meritve (angl. standard operating procedure, SOP) v 6 M GdnHCl, drugače pa smo 
uporabili SOP, ki velja za pufer z 20 mM Tris-HCl in 150 mM NaCl.  
 
3.2.26 Določanje molekulske mase proteinov z merjenjem sipanja svetlobe pri več 
kotih 
Za merjenje sipanja svetlobe pri več kotih (angl. multi-angle light scattering, MALS) 
smo uporabili detektor DAWN 8+ (Wyatt Technology Corporation), ki je bil priključen 
na napravo Waters Alliance e2695 za tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 
(HPLC) (Waters Corporation), kjer je vzorec potoval po koloni za izključitveno 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti (Superdex 200 Increase 10/300 (GE 
Healthcare)). Vzorce smo pred injiciranjem prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 100 
nm. Ločba je potekala pri 20 °C, pretoku 0,5 ml/min in z mobilno fazo 20 mM Tris-HCl 
pH 7,5, 150 mM NaCl,  1mM TCEP, ki smo jo pred uporabo filtrirali skozi dva filtra z 
velikostjo por 220 nm in degazirali. Za analizo podatkov smo uporabili program 
ASTRA 6 (Wyatt Technology Corporation). 
V napravi za HPLC je vzorec najprej potoval na kolono za SEC. Kar je prišlo s kolone 
(molekule iz vzorca, ki so bile ločene po velikosti), je šlo skozi tri detektorje: detektor 
za UV, ki meri absorbanco pri 280 nm, detektor, ki meri sipanje svetlobe pri več kotih 
(angl. light scattering, LS), in detektor za merjenje lomnega količnika (angl. refractive 
index, RI). Analizirali smo tiste kromatografske vrhove, kjer so se ujemali signali iz 
vseh treh detektorjev. Iz podatkov iz detektorja za merjenje lomnega količnika za takšen 
kromatografski vrh smo pridobili podatek o molekulski masi molekul v tem vrhu. 
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3.2.27 Kemijsko zamreženje proteinov 
Kovalentno povezovanje aminokislin v aminokislinskem zaporedju proteina z reagenti, 
ki reagirajo s stranskimi skupinami nekaterih aminokislin, je orodje, ki ga lahko 
uporabimo za študij nativne strukture proteinov. Med reagenti, ki jih uporabljamo za ta 
namen, so povezovalci (angl. cross-linkers), ki vsebujejo različno dolgo verigo, ki se na 
obeh koncih zaključi s skupino NHS (angl. N-hydroxysuccinimide). Ta skupina v 
območju pH od 7 do 9 reagira s primarnimi amini in pri tem nastane stabilna kovalentna 
vez [31]. Glavna tarča za to vrsto reakcije je primarni amin v stranski skupini 
aminokisline lizin (Lys). 
Poskus kemijskega zamreženja smo izvedli s homobifunkcionalnim sredstvom za 
povezovanje, disukcinimidil suberatom (angl. disuccinimidyl suberate, DSS). Veriga 8 
ogljikovih atomov v DSS meri 11,4 Å in lahko v primeru povezovanja dveh lizinskih 
ostankov (Nε-Nε) povezuje razdalje do 24 Å [31]. 
Vzorce smo najprej dializirali proti pufru za kemijsko zamreženje (20 mM natrijev 
fosfat, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP) in jih nato skoncentrirali, da je bila 
koncentracija proteinov v reakcijah kemijskega zamreženja 15 μM. Pred vsako reakcijo 
smo tik pred uporabo na novo pripravili 5 mM DSS, ki smo ga raztopili v brezvodnem 
DMSO. Tako pripravljen DSS smo dodali v 10-, 20-, 50- ali 100-kratnem molarnem 
presežku v vzorec. Reakcijske mešanice smo inkubirali v dušikovi atmosferi 1 h pri 25 
°C ob počasnem mešanju. Reakcijo smo ustavili z dodatkom pufra Tris-HCl pH 7,5 do 
končne koncentracije 50 mM in nato mešanico inkubirali še 15 min, da se je reakcija 
popolnoma ustavila. Vzorcem smo dodali četrtino končnega volumna 4-kratnega 
nanašalnega pufra za NaDS-PAGE z dodanim reducentom. Vzorce smo 5 min 
inkubirali na 95 °C, centrifugirali 5 min na 14.000 rpm in produkte ločili na 10-
odstotnem gelu za NaDS-PAGE. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 Karakterizacija peptidov, ki predstavljajo segmente v proteinu 
34cald56 
Z meritvami CD smo preverili ortogonalnost peptidnih parov, ti v proteinu 34cald56 
predstavljajo peptidne segmente, ki tvorijo ovite vijačnice, in sicer smo merili 
sekundarno strukturo peptidov P3, P4_C1, P5_SC2 in P6 (samih in v paru v vseh 
možnih kombinacijah). Pred meritvijo smo s spletnim orodjem Agadir preverili, da je 
število aminokislin, ki v monomernem peptidu tvorijo -vijačnico, nizko (7,2 % za P3, 
7,7 % za P4_C1, 15,2 % za P5_SC2 in 9,0 % za P6), kar se je nato izkazalo tudi pri 
eksperimentalnem delu, kjer smo pri merjenju CD za peptidne pare opazili značilno 
obliko spektra CD za α-vijačnice, kjer sta bila vidna dva minimuma, eden pri 222 nm in 
drugi pri 208 nm (slika 4). Višjo eliptičnost in s tem večji delež -vijačnic v raztopini 
smo izmerili za načrtovane ortogonalne peptidne pare P3:P4_C1 (slika 4, A) in 
P5_SC2:P6 (slika 4, B). 
A 
 
B 
 
C 
 
D 
 
E 
 
F 
 
Slika 4. Meritve cirkularnega dikroizma v območju od 200 nm do 260 nm za posamezne peptide in mešanice 
peptidov. Spektri CD so bili izmerjeni pri 20 °C. Peptidi s koncentracijo 20 μM so bili v pufru 20 mM Tris-HCl pH 
7,5, 150 mM NaCl. A. Peptida P3 in P4_C1 ter njuna mešanica. Spekter za peptid P3 je predstavljen z modro 
krivuljo, spekter CD za peptid P4_C1 z zeleno krivuljo, medtem ko je spekter CD za mešanico peptidov P3 in P4_C1 
predstavljen z rdečo krivuljo. B. Peptida P5_SC2  in P6 ter njuna mešanica. Spekter za peptid P5_SC2 je 
predstavljen z modro krivuljo, spekter CD za peptid P6 z zeleno krivuljo, medtem ko je spekter CD za mešanico 
peptidov P5_SC2 in P6 predstavljen z rdečo krivuljo. (se nadaljuje na naslednji strani)  
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(nadaljevanje s prejšnje strani) C. Peptida P3 in P5_SC2 ter njuna mešanica. Spekter za peptid P3 je predstavljen 
z modro krivuljo, spekter CD za peptid P5_SC21 z zeleno krivuljo, medtem ko je spekter CD za mešanico peptidov 
P3 in P5_SC21 predstavljen z rdečo krivuljo. D. Peptida P4_C1  in P5_SC2 ter njuna mešanica. Spekter za peptid 
P4_C1 je predstavljen z modro krivuljo, spekter CD za peptid P5_SC2 z zeleno krivuljo, medtem ko je spekter CD za 
mešanico peptidov P4_C1 in P5_SC2 predstavljen z rdečo krivuljo. E. Peptida P3 in P6 ter njuna mešanica. 
Spekter za peptid P3 je predstavljen z modro krivuljo, spekter CD za peptid P6 z zeleno krivuljo, medtem ko je 
spekter CD za mešanico peptidov P3 in P6 predstavljen z rdečo krivuljo. F. Peptida P4_C1  in P6 ter njuna 
mešanica. Spekter za peptid P4_C1 je predstavljen z modro krivuljo, spekter CD za peptid P6 z zeleno krivuljo, 
medtem ko je spekter CD za mešanico peptidov P4_C1 in P6 predstavljen z rdečo krivuljo.  
Z merjenjem CD smo preverili tudi temperaturno stabilnost ortogonalnih peptidnih 
parov P3:P4_C1 (slika 5) ter P5_SC2:P6 (slika 6), in sicer tako, da smo jih najprej 
denaturirali s počasnim segrevanjem, nato pa ponovno zvili s hitrim ohlajanjem. S 
počasnim višanjem temperature na 90 °C smo porušili sekundarno strukturo, vendar je 
prišlo do ponovnega zvitja in tvorbe ovitih vijačnic, ko smo vzorec hitro ohladili na 20 
°C.  
 
Slika 5. Meritve cirkularnega dikroizma mešanice peptidov P3 in P4_C1 v območju od 208 do 260 nm. Spekter 
CD za peptida pri 20 °C pred začetkom počasnega segrevanja je predstavljen z rdečo krivuljo, za protein pri 90 °C po 
končanem počasnem segrevanju (od 10 °C do 90 °C, 1 C/min) z modro krivuljo, medtem ko je spekter CD za 
protein pri 20 °C po hitrem ohlajanju (od 90 °C do 20 °C, 1 C/min) predstavljen z zeleno krivuljo. Peptida s 
koncentracijo 20 μM sta bila v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl. 
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Slika 6. Meritve cirkularnega dikroizma mešanice peptidov P5_SC2 in P6 v območju od 208 do 260 nm. 
Spekter CD za peptida pri 20 °C pred začetkom počasnega segrevanja je predstavljen z rdečo krivuljo, za protein pri 
90 °C po končanem počasnem segrevanju (od 10 °C do 90 °C, 1 C/min) z modro krivuljo, medtem ko je spekter CD 
za protein pri 20 °C po hitrem ohlajanju (od 90 °C do 20 °C, 1 C/min) predstavljen z zeleno krivuljo. Peptida s 
koncentracijo 20 μM sta bila v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl. 
Podatke, pridobljene iz zgoraj opisanih meritev temperaturne denaturacije, smo 
uporabili tudi za izračun temperature prehoda (angl. melting temperature, Tm), ki 
predstavlja temperaturo pri kateri se polovica proteinskih molekul nahaja v zviti obliki 
in polovica v razvitem stanju. Najprej smo vrednosti za eliptičnost proteina (mdeg) 
preračunali v vrednosti za molarno eliptičnost (angl. molar residue ellipticity, MRE). Iz 
tako dobljenih krivulj smo določili, da je Tm za peptidni par P3:P4_C1 pri 58 C (slika 
7, A) ter da je Tm za peptidni par P5_SC2:P6 pri 48 C (slika 7, B). 
 
Slika 7. Molarna eliptičnost za par peptidov P3:P4_C1 (A) in P5_SC2:P6 (B) pri 222 nm v odvisnosti od 
temperature pri počasnem segrevanju. Peptide smo počasi segrevali od 10 °C do 90 °C (1 °C/min). Peptidi s 
koncentracijo 20 μM so bili v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl. Legenda: MRE, molarna eliptičnost. 
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Opomba: sliko je pripravila sodelavka Odseka D12 KI Jana Aupič; z računalniškim programom, ki so ga razvili 
sodelavci Odseka D12 KI, je iz eksperimentalnih podatkov tudi izračunala Tm, ki je naveden v besedilu. 
4.2 Produkcija, izolacija in karakterizacija proteina 34cald56 
Protein 34cald56 smo pridobili z gojenjem bakterij E. coli NiCo21(DE3), kjer smo 
izražanje proteina sprožili z induktorsko molekulo IPTG. Bakterije smo po končanem 
gojenju lizirali in iz lizata izolirali protein. Preverili smo, kakšne količine 
rekombinantnega proteina lahko pridobimo z izolacijo iz topnega oz. netopnega dela 
lizata. Osnovni podatki o rekombinantnem proteinu so v tabeli 15. Podatki o poteku 
dela in meritvah, s katerimi smo okarakterizirali protein, so na sliki 8. 
Tabela 15. Osnovni podatki za polipeptid 34cald56. 
Polno ime P3- P4_C1-caldesmon- P5SC_2- P6 
Krajše ime 34cald56 
Nukleotidno 
zaporedje za 
rekombinantni 
protein  
ATGTGCGGTGAAATTCAGCAGCTGGAAGAGGAAATCGCCCAGCTGGAGCAGAAAAACGCCGCCCTGAAAG
AGAAAAATCAGGCCCTGAAGTACGGCAGCGGCCCGGGTAAAATTAGCCAACTGAAACAGAAAATCCAACAA
CTGAAGCAGGAAAACCAGCGCCTGGAAGAAGAAAATCGCCGTCTGGAAGAAGAAGAAGAAAAACGTGCAGC
CGAGGAACGTCAGCGCATCAAAGAGGAAGAGAAACGCGCCGCCGAAGAGCGCCAGCGCATTAAAGAAGAAG
AAAAGCGCGCCGCCGAGGAACGCCAACGCATTAAGGAAGAGGAAAAACGCGCCGCCGAAGAACGCAAACGC
GAAAATGCCCGCCTGGAGGAGAAAATCCGCCAGCTGAAACAGAAGAACAGCCAGCTGAAAGAGGAGATTCA
GCAACTGGAATATGGCAGCGGCCCGGGTAAGAATGCCGCCCTGAAGGAAGAGATCCAGGCACTGGAAGAAG
AAAACCAGGCCCTGGAAGAAAAAATTGCCCAGCTGAAATACGGCCACCACCATCACCATCATTAA 
Aminokislinsko 
zaporedje 
rekombinantega 
proteina  
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z imeni: 
 
M-Cys- P3- P4_C1-caldesmon- P5SC_2- P6-His6-# 
 
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z aminokislinami v enaki barvi, kot je določena za 
posamezen segment v polnem imenu proteina, in ločeni tako, da je vsak v drugi vrstici: 
 
MCG 
    EIQQLEE EIAQLEQ KNAALKE KNQALKY G 
SGPG  
    KISQLKQ KIQQLKQ ENQRLEE ENRRLEE 
EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERKR 
    ENARLEE KIRQLKQ KNSQLKE EIQQLEY G 
SGPG  
    KNAALKE EIQALEE ENQALEE KIAQLKY G 
HHHHHH# 
Število 
aminokislinskih 
ostankov 
186 ak 
Molekulska masa 22.171,6 Da 
pI 6,01 
Absorbcijski 
koeficient pri 280 
nm  
4470  M-1cm-1 
0,202 (A 0,1 odstotka = 1 g/l) 
(predpostavimo, da so vsi Cys ostanki reducirani) 
Legenda: ATG – start kodon,  M – metionin, Cys – cistein, His6 – histidinska oznaka, TAA – stop kodon, # – oznaka, ki označuje 
konec podaljševanja polipeptidne verige, do katerega pride pri prepisovanju zaradi stop kodona. 
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Slika 8. Potek dela in meritve, s katerimi smo okarakterizirali protein 34cald56. Rdeči križec prikazuje, da 
nismo nadaljevali z izolacijo proteina iz topnega dela celičnega lizata. 
 
4.2.1 Izolacija proteina 34cald56 iz topnega dela celičnega lizata  
Izolacijo proteina 34cald56 iz topnega dela celičnega lizata smo zaustavili že na začetku 
postopka. Že v samem spektru absorbance neočiščenega topnega dela celičnega lizata 
pri A280
 
nismo opazili vrha, ki je značilen za proteine v raztopini, kar je kazalo na zelo 
nizko vsebnost proteina v topnem delu lizata, zato z nadaljnjimi koraki te izolacije 
nismo nadaljevali. 
 
4.2.2 Izolacija proteina 34cald56 iz netopnega dela celičnega lizata  
Protein 34cald56, ki smo ga okarakterizirali, smo izolirali iz netopnega dela celičnega 
lizata, ki ga predstavljajo inkluzijska telesca. Celoten postopek izolacije smo izvedli pod 
denaturirajočimi pogoji v prisotnosti 6 M GdnHCl z uporabo nikljeve afinitetne in 
gelske izključitvene kromatografije (angl. size exclusion chromatography, SEC). Vsem 
frakcijam, ki smo jih eluirali s kolone za ločbo z nikljevo afinitetno kromatografijo, smo 
izmerili A280 in frakcije z največjimi vrednostmi A280 združili ter nanesli na kolono za 
SEC. Monomer proteina 34cald56 smo po ločbi s SEC dobili v frakcijah od 12 do 18 
(slika 9). Za analizo tako očiščenega 34cald56 smo združili frakcije s kolone za SEC, ki 
so pripadale izbranemu vrhu na kromatogramu, in jim izmerili A280. Iz 1 l bakterijske 
Anja Tanšek, Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z različno geometrijo 
_____________________________________________________________________________ 
 
40 
 
kulture smo na tak način iz inkluzijskih telesc uspešno izolirali od 10,5 do 14,6 mg 
rekombinantnega proteina. 
 
Slika 9. Izolacija proteina 34cald56 z gelsko izključitveno kromatografijo. Združene frakcije proteina, ki smo jih 
eluirali s kolone Ni-NTA pod denaturirajočimi pogoji, smo nanesli na kolono za SEC. Pri meritvi smo spremljali A280 
(modra vijugasta krivulja na kromatogramu) in zbirali frakcije po 4 ml. Številke posameznih frakcij so na 
kromatogramu predstavljene na x osi s sivo barvo, in sicer je številka, ki pomeni določene frakcijo, napisana na 
položaju, ki je pomenil začetek zbiranja eluiranega vzorca v tej frakciji. Pretok mobilne faze (6 M GdnHCl, 20 mM 
Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl) je bil 2 ml/min. Uporabili smo kolono HiLoad 26/600 Superdex 200 pg. 
Molekulska masa 34cald56 je 22,2 kDa, vendar je monomerna oblika izoliranega 
proteina po gelih za NaDS-PAGE potovala pri velikosti malo manj kot 25 kDa. Na sliki 
10, A je razvidno, da so inkluzijska telesca pretežno vsebovala protein 34cald56 
(stolpec 2), za razliko od topne frakcije celičnega lizata, kjer imamo velik nabor 
proteinov (stolpec 1). V primeru elucij s kolone za nikljevo afinitetno kromatografijo 
(slika 10, A, stolpci 5‒8) smo vedno dobili več lis, od katerih je bila najizrazitejša pri 25 
kDa, dobro pa je bila vidna tudi lisa pri približno 60 kDa in lise, manjše od 25 kDa, ki 
so verjetno razgrajeni deli proteina. S prenosom western (slika 10, B) smo potrdili, da 
lisi pri približno 60 kDa in 25 kDa ter manjši razgrajeni deli proteina vsebujejo oznako 
His6. Na sliki 10, C je prikazan protein po drugi stopnji čiščenja (SEC pod 
denaturirajočimi pogoji). 
Anja Tanšek, Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z različno geometrijo 
_____________________________________________________________________________ 
 
41 
 
 
Slika 10. Izolacija proteina 34cald56 iz netopnega dela celičnega lizata z nikljevo afinitetno kromatografijo in 
SEC. Vzorce, ki smo jih za namene analize odvzeli med postopkom izolacije proteina, smo oborili s TCA, ustrezno 
pripravili in nanesli na gel za NaDS-PAGE. Za NaDS-PAGE smo uporabili 12-odstotno zamrežen gel. Vzorcem smo 
pred nanosom na gel dodali vzorčni pufer z reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C. A. Analiza celičnega lizata 
in 34cald56, izoliranega z nikljevo afinitetno kromatografijo, z NaDS-PAGE. Stolpec 1, topna frakcija celičnega 
lizata. Stolpec 2, inkluzijska telesca raztopljena v pufru D1 (nanos na kolono Ni-NTA). Stolpec 3, nevezana frakcija. 
Stolpec 4, proteinski velikostni standard (enota je kDa). Stolpci od 5 do 8, eluirane frakcije, ki smo jih dobili pri 
izolaciji inkluzijskih telesc s kolono Ni-NTA. B. Analiza 34cald56, izoliranega z nikljevo afinitetno 
kromatografijo, s prenosom western in imunodetekcijo s protitelesi proti His6. Stolpec 1, eluirana frakcija 
34cald56 s kolone Ni-NTA. Stolpec 2, proteinski velikostni standard (enota je kDa). C. Analiza 34cald56, 
izoliranega s SEC pod denaturirajočimi pogoji, z NaDS-PAGE. Stolpec 1, proteinski velikostni standard (enota je 
kDa). Stolpec 2, eluirana frakcija 34cald56 s kolone Ni-NTA, ki smo jo nanesli na kolono za SEC. Stolpec 3, 
eluirana frakcija 34cald56, ki smo jo dobili pri izolaciji s SEC. Položaj proteina 34cald56 je na slikah prikazan z 
zvezdico (*). 
 
Tako očiščen protein 34cald56 v denaturiranem stanju smo nato analizirali z več 
biokemijskimi metodami. Za zvit 34cald56, ki smo ga pripravili iz denaturiranega 
proteina (poglavje 4.2.3), smo določili:  
- molekulsko maso proteina s SEC-MALS (poglavje 4.2.4),  
- velikost proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein v raztopini, s PAGE 
pod nativnimi pogoji in prenosom western z imunodetekcijo s protitelesi 
proti oznaki His6 (poglavje 4.2.5),  
- zmožnost tvorbe proteinskih nanostruktur s kemijskim zamreženjem 
(poglavje 4.2.6), 
- sekundarno strukturo in temperaturno stabilnost z merjenjem CD (poglavje 
4.2.7) in 
- velikost proteinskih nanostruktur z merjenjem DLS (poglavje 4.2.8). 
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Za 34cald56, ki je bil v raztopinah z različnimi koncentracijami denaturanta 
GdnHCl in s tem še denaturiran ali pa nepopolnoma zvit, pa smo določili: 
- sekundarno strukturo in temperaturno stabilnost z merjenjem CD (poglavje 
4.2.7) in  
- velikost proteinskih nanostruktur z merjenjem DLS (poglavje 4.2.8). 
 
4.2.3 Zvijanje proteina 34cald56  
Za poskuse, kjer smo okarakterizirali zvit protein 34cald56, smo morali izoliran protein, 
ki je bil v pufru z 6 M GdnHCl, najprej zviti, za kar smo uporabili dva različna načina: s 
hitrim redčenjem proteina v raztopino brez GdnHCl ali pa s prekonočno dializo proti 
raztopini, ki ni vsebovala GdnHCl (npr. 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl), da 
smo iz raztopine odstranili GdnHCl (končna koncentracija GdnHCl v vzorcih po dializi 
je znašala < 10 mM). Koncentracija 34cald56 pred začetkom dialize je bila 0,05-0,2 
mg/ml. Naslednji dan smo dializiran vzorec centrifugirali, da smo s tem odstranili del 
proteina, ki se je med dializo oboril, in izmerili A280 vzorcu po dializi, ki je vseboval le 
topne delce proteina 34cald56. V raztopino s topnim proteinom smo dodali še reducent 
TCEP do končne koncentracije 1 mM in pred poskusi inkubirali takšno raztopino vsaj 
30 min na sobni temperaturi. Zvit protein smo naknadno skoncentrirali do 
koncentracije, ki je bila potrebna za nadaljnje delo.  
 
4.2.4 Analiza zvitega proteina 34cald56 s SEC-MALS  
Za analizo s SEC-MALS smo na kolono nanesli dializiran protein, ki smo ga tik pred 
nanosom prefiltrirali skozi membrano s porami velikosti 100 nm. Teoretična 
molekulska masa monomera proteina 34cald56 je 22,2 kDa. Pri ločbi s kolono za SEC-
MALS smo za ta vzorec dobili kromatografski vrh pri 30,5 min, pri katerem so se 
ujemali vsi trije signali: signal iz detektorja za UV, signal iz detektorja, ki meri sipanje 
pri več kotih (LS), ter signal iz detektorja za merjenje lomnega količnika (RI) (slika 11, 
A). Z analizo velikosti molekul v tem vrhu, ki smo jo pridobili iz podatkov iz detektorja 
za merjenje lomnega količnika, smo ugotovili, da so se v tem vrhu nahajale molekule z 
maso 4,141  10
4 
( 2,294 %) Da, kar ustreza dimeru proteina 34cald56 (teoretična 
molekulska masa dimera je 44,3 kDa) (slika 11, B). 
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A 
 
B 
 
Slika 11. Analiza topnega proteina 34cald56 s SEC-MALS. Protein s koncentracijo 0,79 mg/ml (36 μM) je bil v 
pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl in 1 mM TCEP. Na kolono smo nanesli 100 μl vzorca (79 μg 
proteina). A. Kromatogram SEC-MALS, v katerem je razvidno, da se signali iz vseh treh detektorjev (detektor za UV 
(UV, zelena krivulja); detektor, ki meri sipanje pri več kotih (LS, rdeča krivulja); detektor za merjenje lomnega 
količnika (dIR, modra krivulja)) ujemajo le v kromatografskem vrhu, ki se je eluiral s kolone pri 30,5 min. Vrednosti 
signalov iz vseh treh detektorjev so predstavljeni relativno glede na najvišji signal. B. Kromatografski vrh pri 30,5 
min ločbe, ki je prikazana s signalom iz detektorja za UV (rdeča krivulja), predstavlja protein z molekulsko maso 
41,4 kDa (eksperimentalna vrednost), označujejo jo rdeče pike, ki so narisane po celi širini tega vrha.  
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4.2.5 Analiza zvitega proteina 34cald56 s PAGE pod nativnimi pogoji in prenosom 
western in imunodetekcijo s protitelesi proti His6 
Izoliran topen protein 34cald56 smo analizirali s PAGE pod nativnimi pogoji in 
proteine na membrani po prenosu iz gela za PAGE pod nativnimi pogoji analizirali s 
prenosom western z imunodetekcijo s protitelesi proti His6 oznaki. Opazili smo, da 
vzorec proteina ne vsebuje le ene, monomerne, oblike, ki na gelu za PAGE pod 
nativnimi pogoji potuje pri velikosti, ki jo označuje protein z velikostjo 242 kDa, ki je v 
proteinskem velikostnem standardu za PAGE pod nativnimi pogoji, ampak se 
monomeri povezujejo v večje delce različnih velikosti (slika 12, A). Z analizo z western 
prenosom tudi nismo opazili razlik med vzorcem, ki ni bil temperaturno denaturiran 
(slika 12, B, stolpec 1), in istim vzorcem po temperaturni denaturaciji (slika 12, B, 
stolpec 2), saj so bile v obeh primerih na membrani vidne lise, ki so predstavljale 
podoben spekter proteinskih nanostruktur različnih velikosti. 
 
Slika 12. Analiza zvitega proteina 34cald56 s PAGE pod nativnimi pogoji in prenosom western. Vzorec proteina 
smo po končani izolaciji s SEC najprej dializirali, da smo pridobili zvit protein. Vzorec smo ponovno zvili tako, da 
smo ga najprej temperaturno denaturirali (metoda s počasnim segrevanjem; 1 C/min), nato pa hitro ohladili na 20 
C. Uporabili smo 8-odstotno zamrežen gel. A. Analiza zvitega in ponovno zvitega 34cald56 s PAGE pod 
nativnimi pogoji. Stolpec 1, vzorec proteina 34cald56 pred temperaturno denaturacijo. Stolpec 2, vzorec proteina 
34cald56 po temperaturni denaturaciji. Stolpec 3, proteinski velikostni standard za PAGE pod nativnimi pogoji 
(enota je kDa). B. Analiza zvitega in ponovno zvitega 34cald56 s prenosom western in imunodetekcijo s 
protitelesi proti His6. Stolpec 1, vzorec proteina 34cald56 pred temperaturno denaturacijo. Stolpec 2, vzorec 
proteina 34cald56 po temperaturni denaturaciji. Stolpec 3, proteinski standard za PAGE pod nativnimi pogoji.  
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4.2.6 Analiza zvitega proteina 34cald56 s kemijskim zamreženjem  
Da bi dodatno preverili, ali nastanejo večje strukture, ki smo jih opazili z analizo 
topnega proteina s SEC-MALS in PAGE pod nativnimi pogoji, iz več monomernih enot 
proteina, smo uporabili metodo kemijskega zamreženja. Uporabili smo reagent DSS, ki 
je v reakciji zamreženja povezal med sabo različne lizine, ki se nahajajo v proteinu 
34cald56 (skupno število lizinov v tem proteinu je 24). Z analizo z NaDS-PAGE smo 
ugotovili, da smo v poskusu kemijskega zamreženja dobili protein 34cald56 v enakih 
oblikah, kot smo jih opazili že pri analizi proteina z NaDS-PAGE in WB po NaDS-
PAGE, saj so bile tam lise za te oblike proteina na zelo podobnih višinah (malo nad 25 
kDa in malo nad 55 kDa) (slika 13). V stolpcu 2, kamor smo nanesli vzorec proteina, ki 
ga nismo zamrežili, je vidna lisa za protein v monomerni obliki. Z dodatkom reagenta 
za zamreženje DSS v 10, 20, 50 oz. 100-kratnem molarnem prebitku (stolpci 3‒6) smo 
dobili poleg verjetno dimerov (lise pri velikosti 60 kDa) tudi večje multimere proteina. 
Z večanjem molarnega presežka DSS v reakcijskih mešanicah se je postopno zmanjšala 
tudi prisotnost monomernih enot proteina. 
 
Slika 13. Analiza kemijskega zamreženja proteina 34cald56 z NaDS-PAGE. Protein s koncentracijo 0,33 mg/ml 
(15 μM) in v pufru (20 mM natrijev fosfat, 150 mM NaCl, pH 7,5, 1 mM TCEP) smo uporabili za zamreženje z 
reagentom DSS. Za prekinitev reakcije smo dodali Tris-HCl pH 7,5, in sicer do končne koncentracije 50 mM. Za 
NaDS-PAGE smo uporabili 10-odstotno zamrežen gel. Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali vzorčni pufer z 
reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C. Stolpec 1, proteinski velikostni standard (enota je kDa) (lisi za 10 kDa 
in 15 kDa se nista ločili, zato sta na enakem mestu). Stolpec 2, 34cald56, ki ga nismo zamrežili. Stolpec 3, 34cald56, 
ki smo ga zamrežili z DSS v 10-kratnem molarnem presežku. Stolpec 4, 34cald56, ki smo ga zamrežili z DSS v 20-
kratnem molarnem presežku. Stolpec 5, 34cald56, ki smo ga zamrežili z DSS v 50-kratnem molarnem presežku. 
Stolpec 6, 34cald56, ki smo ga zamrežili z DSS v 100-kratnem molarnem presežku. 
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4.2.7 Določanje sekundarne strukture in temperaturne stabilnosti proteina 34cald56  
 
Sekundarna struktura proteina 34cald56 v raztopinah z različnimi koncentracijami 
GdnHCl 
V raztopinah z 2‒6 M GdnHCl je bil protein razvit oz. denaturiran, saj krivulje v 
spektrih CD niso imele nobene oblike, ki so značilne za različne elemente sekundarne 
strukture proteinov (ni prikazano na sliki). Iz oblike krivulje za vzorec proteina v 
raztopini z 1 in še bolj z 0,5 M GdnHCl pa je bilo razvidno, da je pri teh pogojih protein 
že delno zvit v α-vijačnico (pri meritvi v 0,5 M GdnHCl sta bila že vidna minimuma 
signala za eliptičnost pri 208 in 222 nm) (slika 14). 
 
Slika 14. Meritve cirkularnega dikroizma proteina 34cald56 v raztopinah z 1 in 0,5 M GdnHCl. Protein 
34cald56 v 6 M GdnHCl (koncentracija proteina 8,92 mg/ml) smo hitro redčili v raztopini, v katerih je bila končna 
koncentracija 1 in 0,5 M GdnHCl (v 20 mM Tris-HCl pH 7,2, 150 mM NaCl), tako da je bila končna koncentracija 
proteina 0,14 mg/ml v raztopini z 1 M GdnHCl (rdeča krivulja) in 0,16 mg/ml v raztopini z 0,5 M GdnHCl (zelena 
krivulja). Meritve CD smo izmerili pri 20 °C v območju valovnih dolžin 208–260 nm. 
Vzorca proteina 34cald56 v raztopinah z 1 in 0,5 M GdnHCl smo shranili v hladilniku 
na 4°C in po treh dneh ponovili meritve na spektropolarimetru za merjenje CD. Pred 
meritvijo smo oba vzorca centrifugirali in jima določili koncentracijo. Prvotna 
koncentracija proteina 34cald56 v pufru z 1 M GdnHCl je bila 0,14 mg/ml in se je po 
treh dneh zmanjšala na 0,02 mg/ml. V primeru vzorca proteina 34cald56 v pufru z 0,5 
M GdnHCl pa se je koncentracija v treh dneh zmanjšala z 0,16 mg/ml na 0,01 mg/ml. 
Za centrifugirana vzorca smo izmerili spektra CD, ki sta odražala zelo nizko 
koncentracijo proteina v vzorcu (ni prikazano na sliki). 
  
Anja Tanšek, Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z različno geometrijo 
_____________________________________________________________________________ 
 
47 
 
Sekundarna struktura in temperaturna stabilnost zvitega proteina 34cald56 
Spreminjanje sekundarne strukture proteina 34cald56, topnega v 20 mM Tris-HCl pH 
7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, ki smo ga denaturirali s počasnim segrevanjem, nato 
pa ponovno zvili s počasnim ohlajanjem, je razvidno na sliki 15, kjer vidimo, da smo 
pri temperaturi 20 °C dobili značilno obliko spektra CD za α-vijačnice, saj sta vidna dva 
minimuma, eden pri 222 nm in drug pri 208 nm. To potrjuje, da se je protein 34cald56 
med dializo zvil in da v sekundarni strukturi proteina prevladuje α-vijačnica, kar smo 
glede na segmente, ki tvorijo protein, tudi pričakovali. S počasnim višanjem 
temperature na 93 °C smo porušili sekundarno strukturo proteina, vendar se je protein 
ponovno zvil, ko smo vzorec počasi ohladili na 20 °C. 
 
Slika 15. Meritve cirkularnega dikroizma proteina 34cald56 v raztopini brez GdnHCl v območju od 200 do 
260 nm. Spekter CD za protein pri 20 °C pred začetkom počasnega segrevanja je predstavljen z rdečo krivuljo, za 
protein pri 93 °C po končanem počasnem segrevanju (od 20 °C do 93 °C, 1 C/min) z modro krivuljo, medtem ko je 
spekter CD za protein pri 20 °C po počasnem ohlajanju (od 93 °C do 10 °C, 1 C/min) predstavljen z zeleno krivuljo. 
Protein s koncentracijo 0,3 mg/ml (14 μM) je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl in 1 mM TCEP. 
Podatke, pridobljenje iz meritev počasnega segrevanja in počasnega ohlajanja proteina v 
temperaturnem območju 10–93 °C smo uporabili tudi za izračun Tm, in sicer smo 
najprej vrednosti za eliptičnost proteina (mdeg) preračunali v vrednosti za molarno 
eliptičnost MRE in določili, da je Tm pri 67,5 °C (podatek velja za meritev počasnega 
segrevanja) (slika 16, A) oz. 66,8 °C (podatek velja za meritev počasnega ohlajanja) 
(slika 16, B). 
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Slika 16. Molarna eliptičnost proteina 34cald56 pri 222 nm v odvisnosti od temperature pri počasnem 
segrevanju (A) in počasnem ohlajanju (B). Protein smo počasi segrevali od 10 °C do 90 °C (1 °C/min) (A) in ga 
nato počasi ohladili od 90 °C do 10 °C (1 °C/min) (B). Protein s koncentracijo 0,3 mg/ml (14 μM) je bil v pufru 20 
mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. Legenda: MRE, molarna eliptičnost. Opomba: sliko je 
pripravila sodelavka Odseka D12 KI Jana Aupič; z računalniškim programom, ki so ga razvili sodelavci Odseka D12 
KI, je iz eksperimentalnih podatkov tudi izračunala Tm, ki je naveden v besedilu. 
Preverili smo tudi, kako se spreminja sekundarna struktura ponovno zvitega proteina, če 
smo protein najprej počasi segreli in nato hitro ohladili (ni predstavljeno na sliki). 
Ugotovili smo, da se sekundarna struktura proteina z nižanjem temperature spreminja 
enako, ne glede na metodo, ki smo jo uporabili za ponovno zvitje proteina.  
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Sekundarna struktura 34cald56 v prisotnosti peptidov, ki tvorijo ovito vijačnico s 
svojim ortogonalnim parom, ki je  segment v proteinu 34cald56 
Preverili smo tudi, ali pride ob dodatku peptidov, ti tvorijo ovito vijačnico s svojim 
ortogonalnim parom, ki je del aminokislinskega zaporedja za 34cald56, do sprememb v 
sekundarni strukturi 34cald56. Posamezen peptid smo postopno dodajali v raztopino 
proteina in končna koncentracija dodanega peptida je bila v območju 50 M, kjer še ni 
prišlo do tvorbe ovitih vijačnic iz posameznega peptida (P3, P4_C1, P5_SC2, P6) in s 
tem povečanja izmerjene vrednosti za eliptičnost na spektropolarimetru za merjenje CD. 
Ob dodajanju posameznih peptidov smo opazili zmanjšanje molarne eliptičnosti (slika 
17). 
A  
 
B 
 
C 
 
D 
 
Slika 17. Meritve cirkularnega dikroizma pri 222 nm in 20 C v raztopini zvitega 34cald56, v katero smo 
postopno dodajali peptide P3, P4_C1, P5_SC2 in P6. A. 34cald56 s koncentracijo 0,25 mg/ml (11,1 μM) smo 
dodajali peptid P3 do koncentracije, kjer je bil peptid v 4,9-kratnem molarnem prebitku. B. 34cald56 s koncentracijo 
0,18 mg/ml (8,3 μM) smo dodajali peptid P4_C1 do koncentracije, kjer je bil peptid v 6,8-kratnem molarnem 
prebitku. C. 34cald56 s koncentracijo 0,39 mg/ml (17,4 μM) smo dodajali peptid P5_SC2 do koncentracije, kjer je bil 
peptid v 2,5-kratnem molarnem prebitku. D. 34cald56 s koncentracijo 0,39 mg/ml (17,4 μM) smo dodajali peptid P6 
do koncentracije, kjer je bil peptid v 4,9-kratnem molarnem prebitku. Protein je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 
150 mM NaCl, 1 mM TCEP. MRE, molarna eliptičnost. Z rumeno barvo so na grafih označene točke, ki predstavljajo 
meritve, kjer je bilo molarno razmerje med proteinom in dodanim peptidom 1 : 1. Opomba: poskus smo naredili 
samo enkrat. 
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4.2.8 Določanje velikosti nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56  
Z merjenjem DLS smo preverili, kakšne delce tvori 34cald56, ko je v raztopinah z 
različno koncentracijo denaturanta (GdnHCl) oz. ko je popolnoma topen v vodni 
raztopini. 
Za poskuse, kjer smo testirali protein v raztopinah z različno koncentracijo GdnHCl (1 
M, 200, 100 oz. 50 mM), smo protein, ki je bil na koncu izolacije v raztopini s 6 M 
GdnHCl, do želene koncentracije GdnHCl v raztopini le hitro redčili v raztopino, ki ni 
vsebovala GdnHCl (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl). Vzorce proteina smo po 
potrebi pred redčenjem ali po njem še dodatno skoncentrirali, če je bilo to potrebno, da 
smo zagotovili zadostno koncentracijo proteina, ki je bila potrebna za posamezne 
meritve. Za vzorce v raztopinah z GdnHCl smo najprej izmerili vrednost DLS brez 
predhodnega centrifugiranja vzorca, saj smo na tak način preverili nastanek večjih 
netopnih struktur, ki jih tvori protein v raztopini, ki bi jih sicer odstranili iz te suspenzije 
s centrifugiranjem. Nato pa smo vzorce centrifugirali (2 min, 12.000 rpm) in 
supernatante ponovno izmerili na aparatu za merjenje DLS.  
Za poskuse, kjer smo testirali zvit protein, smo ga pripravili z dializo (poglavje 4.2.3) 
ter pred meritvijo vzorce vedno centrifugirali (2 min, 12.000 rpm).  
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56 v raztopini z 6 M GdnHCl 
V raztopini 34cald56 v pufru s 6 M GdnHCl so bili prisotni v veliki večini le delci, ki 
so imeli velikost hidrodinamskega premera 14,3  4,8 nm, saj je razvidno, da ti sipajo 
svetlobo (slika 18, A). Na sliki 18, B je predstavljen še rezultat, ki predstavlja 
razporeditev velikosti proteinskih nanostruktur glede na število delcev (v tem primeru je 
bila velikost hidrodinamskega premera 8,4  2,1 nm). 
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Slika 18. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur proteina 34cald56 v raztopini z 6 M GdnHCl glede 
na intenziteto signala (A) oz. glede na število delcev (B). Protein s koncentracijo 1,2 mg/ml (54 μM) je bil v pufru 
6 M GdnHCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl. Modra, rdeča in zelena črta predstavljajo posamezne meritve. 
Za vse meritve smo uporabili protokol za raztopine, ki vsebujejo GdnHCl. 
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Velikost nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56 v raztopini z 1 M GdnHCl 
Kadar smo imeli suspenzijo proteina 34cald56 v pufru z 1 M GdnHCl, smo z 
meritvami DLS opazili, da je sipalo svetlobo 87,9 odstotka proteinskih nanostruktur 
velikosti 341,4  75,4 nm in 12,1 odstotka proteinskih nanostruktur velikosti 4920  
647 nm (slika 19, A). V razporeditvi velikosti proteinskih nanostruktur glede na število 
delcev je bila velikost 99,9 odstotka proteinskih nanostruktur 346,0  100,2 nm in 0,1-
odstotka proteinskih nanostruktur 4501  973 nm (slika 19, B).  
Po odstranitvi večjih proteinskih nanostruktur iz raztopine s centrifugiranjem so bili v 
raztopini prisotni le še delci velikosti 139,7  50,9 nm (slika 19, C). V razporeditvi 
velikosti proteinskih nanostruktur glede na število delcev so bili vsi delci (100-odstotno) 
veliki 85,5  29,5 nm (slika 19, D).  
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Slika 19. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56, v raztopini z 1 M 
GdnHCl. Protein s koncentracijo 0,2 mg/ml (9 μM) je bil v pufru 1 M GdnHCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 
NaCl. Modra, rdeča in zelena črta predstavljajo posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za 
raztopine, ki vsebujejo GdnHCl. A. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji glede na 
intenziteto signala. B. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji glede na število delcev. 
C. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na intenziteto signala. D. 
Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na število delcev.  
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56 v raztopini z 200 mM GdnHCl 
V primeru necentrifugiranega vzorca proteina 34cald56 v 200 mM GdnHCl so 80,2 
odstotka izmerjene intenzitete predstavljali delci velikosti 430,9  46,7 nm in 19,8 
odstotka delci velikosti 92,3  6,8 nm (slika 20, A), medtem ko je bil rezultat glede na 
število delcev takšen, da 97,7 odstotka signala predstavljajo delci velikosti  89,7  7,1 
nm in 2,3-odstotka signala delci velikosti 421,2  47,3 nm (slika 20, B). Po odstranitvi 
večjih proteinskih nanostruktur iz raztopine s centrifugiranjem je bil rezultat drugačen, v 
raztopini so bili prisotni le manjši delci. 93,8 odstotka celotne intenzitete izmerjenega 
signala so prispevali delci velikosti 180,5  45,0 nm in 6,2 odstotka celotne intenzitete 
izmerjenega signala delci velikosti 49,7  5,5 nm (slika 20, C). V razporeditvi velikosti 
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proteinskih nanostruktur glede na število delcev je bila velikost nanostruktur 104,2  
37,8 nm (slika 20, D). 
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Slika 20. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur proteina 34cald56 v raztopini z 200 mM GdnHCl. 
Protein s koncentracijo 0,3 mg/ml (13,5 μM) je bil v pufru 200 mM GdnHCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 
NaCl. Modra, rdeča in zelena črta predstavljajo posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za 
raztopine, ki vsebujejo Tris-HCl in NaCl. A. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji 
glede na intenziteto signala. B. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji glede na število 
delcev. C. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na intenziteto signala. D. 
Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na število delcev.  
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56 v raztopini s 100 mM GdnHCl 
V primeru necentrifugiranega vzorca 34cald56 v raztopini s 100 mM GdnHCl so 53,2 
odstotka izmerjene intenzitete predstavljali delci velikosti 216,5  36,3 nm, 38,6 
odstotka delci velikosti 862,0  142,1 nm in preostalih 8,3 odstotka delci velikosti 69,4 
 5,6 nm (slika 21, A). V razporeditvi velikosti proteinskih nanostruktur glede na število 
delcev v raztopini je bila velikost enih nanostruktur 67,0  5,6 nm, te so predstavljale 96 
odstotka signala, velikost drugih nanostruktur 201,3  34,3 nm, te so predstavljale 3,8 
odstotka signala ter velikost tretje skupine nanostruktur 846,2  144,0 nm in ta je 
predstavljala 0,2 odstotka signala (slika 21, B). S centrifugiranjem smo nato iz vzorca 
odstranili večje delce. Tako so nato k 100 odstotkom intenzitete signala supernatanta 
prispevali delci velikosti 162,6  49,9 nm (slika 21, C). V razporeditvi velikosti 
proteinskih nanostruktur glede na število delcev v raztopini, pa je bila velikost 
proteinskih nanostruktur 113,5  32,3 nm (slika 21, D).  
  
Anja Tanšek, Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z različno geometrijo 
_____________________________________________________________________________ 
 
53 
 
P
ro
te
in
 v
 1
0
0
 m
M
 
 G
d
n
H
C
l 
 
(s
u
sp
en
zi
ja
) 
 
 
P
ro
te
in
 v
 1
0
0
 m
M
 
 G
d
n
H
C
l 
(s
u
p
er
n
a
ta
n
t)
 
 
 
 
Slika 21. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56 v raztopini z 100 mM 
GdnHCl. Protein s koncentracijo 0,15 mg/ml (7 μM) je bil v pufru 100 mM GdnHCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 
mM NaCl. Modra, rdeča in zelena črta predstavljajo posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za 
raztopine, ki vsebujejo Tris-HCl in NaCl. A. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji 
glede na intenziteto signala. B. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji glede na število 
delcev. C. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na intenziteto signala. D. 
Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na število delcev.  
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56 v raztopini s 50 mM GdnHCl 
V primeru necentrifugirane raztopine proteina 34cald56 v 50 mM GdnHCl so 50,4 
odstotka izmerjene intenzitete predstavljali delci velikosti 547,3  166,9 nm in 49,6 
odstotka delci velikosti 161,3  41,8 nm (slika 22, A), medtem ko je bil rezultat glede 
na število delcev, ki jih je največ v raztopini, takšen, da 97 odstotka signala 
predstavljajo delci velikosti 129,1  32,0 nm in 3 odstotka signala delci velikosti 486,7 
 143,4 nm (slika 22, B). Po odstranitvi večjih proteinskih nanostruktur s 
centrifugiranjem so 97,7 odstotka izmerjene intenzitete predstavljali delci velikosti 
155,4  58,0 nm in 2,3 odstotka delci velikosti 41,7  4,9 nm (slika 22, C). Po analizi, ki 
upošteva največje število delcev v raztopini, je bila velikost nanostruktur, ki jih tvori 
protein v raztopini, 116,7  30,4 nm  (slika 22, D).  
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Slika 22. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori 34cald56 v raztopini s 50 mM GdnHCl. 
Protein s koncentracijo 0,15 mg/ml (7 uM) je bil v pufru 50 mM GdnHCl, 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl. 
Modra, rdeča in zelena črta predstavljajo posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za raztopine, ki 
vsebujejo Tris-HCl in NaCl. A. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji glede na 
intenziteto signala. B. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v suspenziji glede na število delcev.  
C. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na intenziteto signala. D. 
Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur 34cald56 v supernatantu glede na število delcev.  
 
Rezultati meritev 34cald56 v raztopinah z različnimi koncentracijami GdnHCl so zbrani 
tudi v tabeli 19, ki je v razpravi. 
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori zvit protein 34cald56 
Preverili smo velikost proteinskih nanostruktur, ki jih tvori zvit 35cald56, ki smo ga 
pripravili z dializo proti pufru 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, in pred meritvijo dodali 
še 1 mM TCEP. Delci z velikostjo premera 155,8  39,9 nm, so predstavljali 100 
odstotkov vseh delcev v raztopini (slika 23, A), ki so prispevali k signalu DLS, medtem 
ko je bila razporeditev velikosti proteinskih nanostruktur glede na število delcev v 
raztopini takšna, da so v raztopini delci, ki so veliki 120,0  29,4 nm (slika 23, B). 
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Slika 23. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori zvit protein 34cald56, glede na intenziteto 
signala (A) oz. glede na število delcev (B). Protein s koncentracijo 0,68 mg/ml (30,7 μM)je bil v pufru 20 mM Tris-
HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. Modra, rdeča in zelena črta v vsakem diagramu predstavljajo posamezne 
meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za raztopine, ki vsebujejo Tris-HCl in NaCl. 
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Merjeni vzorec proteina smo shranili v hladilniku na 4 °C in po štirih dneh ponovno 
izmerili A280 in DLS. Takrat smo pri istem vzorcu opazili zmanjšanje koncentracije 
proteina iz 30,7 μM na 19,8 μM (zaradi nastanka agregatov, ki smo jih odstranili s 
centrifugiranjem), delci pa so bili, za razliko od prej, različnih velikosti in manjši (57,5 
odstotka intenzitete so predstavljali delci velikosti 36,7  18,8 nm, 37,1 odstotka delci 
velikosti 9,4  2,5 nm in 5,4 odstotka delci velikosti 0,48  0,04 nm (slika 24, A). 
Razporeditev velikosti proteinskih nanostruktur glede na število delcev pa je bila 
takšna, da so v vzorcu delci velikosti 0,45  0,04 nm oz. delci velikosti 9,3  3,4 nm 
(slika 24, B). Povzetek rezultatov obeh meritev je v tabeli 20, ki je v razpravi. 
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Slika 24. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori zvit protein 34cald56 po štiridnevnem 
hranjenju v hladilniku, glede na intenziteto signala (A) oz. glede na število delcev v raztopini (B). Protein s 
koncentracijo 0,44 mg/ml (19,8 μM) je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. Modra, 
rdeča in zelena črta v vsakem diagramu predstavljajo posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za 
raztopine, ki vsebujejo Tris-HCl in NaCl. 
Rezultati meritev velikosti delcev v raztopinah z zvitim 34cald56 so bili drugačni. V 
več primerih smo dobili rezultate, ki so kazali na to, da so sicer v raztopini prisotni delci 
različnih velikosti, a je med njimi največ takšnih, ki so majhni, npr. 9,3  1,9 nm (100-
odstotno), kot sledi v besedilu (slika 25, B). 
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori ponovno zvit protein 34cald56 
Preverili smo tudi velikost proteinskih nanostruktur, ki jih tvori 34cald56, ki smo ga 
ponovno zvili, za ponovno zvitje smo uporabili metodo počasnega segrevanja (od 10 C 
do 92 C; 1 °C/min) in počasnega ohlajanja (od 92 C do 10 C 1 °C/min), ki smo jo 
izvedli na spektrofotometru za merjenje CD (slika 15). Pred temperaturno denaturacijo 
so 57,8 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala DLS prispevali delci velikosti 
premera 272,0  156,6 nm, 24,3 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala DLS 
delci velikosti premera 57,4  18,1 nm in 17,9 odstotka celotne intenzitete izmerjenega 
signala DLS delci velikosti premera 13,4  4,1 nm (slika 25, A), porazdelitev 
proteinskih nanostruktur glede na število delcev pa je dala rezultat 9,3  1,9 nm (slika 
25, B). Po ponovnem zvitju proteina, ki smo ga dosegli s počasnim ohlajanjem vzorca, 
je bil rezultat merjenja DLS drugačen, in sicer so 44,1 odstotka celotne intenzitete 
izmerjenega signala DLS prispevali delci velikosti premera 11,1  3,3 nm, 32,1 odstotka 
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celotne intenzitete izmerjenega signala DLS delci velikosti premera 484,5  176,6 nm in 
preostalih 23,8 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala DLS delci velikosti 
premera ,8  8,6 nm (slika 25, C), pri porazdelitvi velikosti proteinskih nanostruktur 
glede na število delcev pa so v celoti predstavljali delci velikosti 7,9  1,7 nm (slika 25, 
D). Povzetek teh rezultatov je v tabeli 21, ki je v razpravi. 
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Slika 25. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56, ki smo ga ponovno 
zvili. Protein s koncentracijo 0,3 mg/ml (13,4 μM), ki je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM 
TCEP, smo na CD spektrometru najprej denaturirali s počasnim segrevanjem (1 °C/min) in nato ponovno zvili s 
počasnim ohlajanjem (1 °C/min). Pred začetkom denaturacije (A in B) in po ponovnem zvitju (C in D) smo pri 20 C 
izmerili velikost proteinskih nanostruktur v raztopini, predstavljeni so rezultati za porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na intenziteto signala (A in C) ter glede na število delcev v raztopini (B in D). Modra, rdeča in 
zelena črta v vsakem diagramu predstavljajo posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za raztopine, 
ki vsebujejo Tris-HCl in NaCl. 
 
4.3 Kloniranje različic proteina 34cald56 
Za pripravo zaporedja rekombinantega proteina NG34cald56 smo imeli na voljo 
plazmid pET-41a(+), ki je med restrikcijskimi mesti za NdeI in XhoI vseboval 
zaporedje za protein mNeonGreen in prepoznavno cepitveno zaporedje za TEVp (NG-
/pET-41a(+)), in drugi plazmid pET-41a(+), ki je med restrikcijskimi mesti za NdeI in 
XhoI vseboval zaporedje za rekombinantni protein 34cald56 in oznako His6 (34cald56-
His6/pET-41a(+)).  
Z začetnima oligonukleotidoma Oligonukleotid 1 in Oligonukleotid 4 smo iz plazmida 
NG/pET-41a(+) pomnožili fragment NG-TEVp (slika 26, stolpec 1). Z začetnima 
oligonukleotidoma Oligonukleotid 2 in Oligonukleotid 3 smo iz plazmida 34cald56-
His6/pET-41a(+) pripravili fragment 34cald56-His6-plazmid pET-41a(+) (slika 26, 
stolpec 3). 
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Slika 26. Analiza produktov PCR na 1-odstotnem agaroznem gelu z dodatkom EtBr. Stolpec 1, fragment NG-
TEVp. Stolpec 2, DNA standard z označenimi velikostmi 500, 800, 1000, 3000, 6000 in 10.000 bp. Stolpec 3, 
fragment 34cald56-His6-plazmid pET-41a(+). 
Na enak način smo sklonirali tudi genski konstrukt za protein 34cald56NG, le da smo 
uporabili druge, ustrezne začetne oligonukleotide. Z začetnima oligonukleotidoma 
Oligonukleotid 5 in Oligonukleotid 8 smo iz plazmida NG/pET-41a(+) pomnožili 
fragment TEVp-NG-His6. Z začetnima oligonukleotidoma Oligonukleotid 7 in 
Oligonukleotid 6 pa smo pripravili fragment His6-plazmid pET-41a(+)-34cald56 iz 
plazmida 34cald56-His6/pET-41a(+). 
Za pripravo plazmida z načrtovanim genskim konstruktom smo ustrezna produkta PCR 
združili z izotermnim sestavljanjem po Gibsonu. 
 
4.4 Produkcija, izolacija in karakterizacija različic proteina 34cald56 
Proteina 34cald56NG in NG34cald56 smo pridobili z gojenjem bakterij E. coli 
NiCo21(DE3), kjer smo izražanje rekombinantnega proteina sprožili z induktorsko 
molekulo IPTG. Bakterije smo po končanem gojenju lizirali. Ker sta proteina vsebovala 
aminokislinsko zaporedje za fluorescenčni protein mNeonGreen (NG), so bile že same 
bakterijske celice zeleno obarvane, posledično tudi celični lizat. Na podlagi barve 
fluorescenčnega proteina smo lahko po centrifugiranju celičnega lizata opazili, da se 
rekombinantni protein nahaja v topnem delu celičnega lizata, ki je bil zeleno obarvan, 
medtem ko je bil pelet (netopni del celičnega lizata) brezbarven. Hkrati je bila tudi 
količina netopnega dela celičnega lizata manjša, če smo jo primerjali s količino 
netopnega dela celičnega lizata, ki smo ga pridobili pri gojenju bakterij za produkcijo 
rekombinantnega proteina 34cald56. Zaradi očitnega dejstva o prisotnosti 
rekombinantnega proteina v topnem delu celičnega lizata ni bilo razloga, da bi sploh 
poskusili izolirati protein 34cald56NG oz. NG34cald56 iz netopnega dela celičnega 
lizata. Osnovni podatki o obeh rekombinantnih proteinih so v tabelah 16 in 17. Podatki 
o poteku dela in meritvah, s katerimi smo okarakterizirali proteina so na sliki 27 in 28. 
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Tabela 16. Osnovni podatki za polipeptid 34cald56NG. 
Polno ime P3- P4_C1-caldesmon- P5SC_2- P6-NG 
Krajše ime 34cald56NG 
Nukleotidno 
zaporedje za 
rekombinantni 
protein  
ATGTGCGGTGAAATTCAGCAGCTGGAAGAGGAAATCGCCCAGCTGGAGCAGAAAAACGCCGCCCTGAAAG
AGAAAAATCAGGCCCTGAAGTACGGCAGCGGCCCGGGTAAAATTAGCCAACTGAAACAGAAAATCCAACAA
CTGAAGCAGGAAAACCAGCGCCTGGAAGAAGAAAATCGCCGTCTGGAAGAAGAAGAAGAAAAACGTGCAGC
CGAGGAACGTCAGCGCATCAAAGAGGAAGAGAAACGCGCCGCCGAAGAGCGCCAGCGCATTAAAGAAGAAG
AAAAGCGCGCCGCCGAGGAACGCCAACGCATTAAGGAAGAGGAAAAACGCGCCGCCGAAGAACGCAAACGC
GAAAATGCCCGCCTGGAGGAGAAAATCCGCCAGCTGAAACAGAAGAACAGCCAGCTGAAAGAGGAGATTCA
GCAACTGGAATATGGCAGCGGCCCGGGTAAGAATGCCGCCCTGAAGGAAGAGATCCAGGCACTGGAAGAAG
AAAACCAGGCCCTGGAAGAAAAAATTGCCCAGCTGAAATACGGCTGCGAGAACCTGTACTTCCAGGGCGT
TAGTAAAGGTGAAGAAGATAATATGGCAAGCCTGCCGGCAACCCATGAACTGCATATTTTTGGTAGCATTA
ATGGTGTTGATTTTGATATGGTTGGTCAGGGCACCGGTAATCCTAATGATGGTTATGAAGAACTGAATCTG
AAATCAACCAAAGGTGATCTGCAGTTTAGCCCGTGGATTCTGGTTCCGCATATTGGTTATGGTTTTCATCA
GTATCTGCCGTATCCGGATGGTATGAGCCCGTTTCAGGCAGCAATGGTTGATGGTAGCGGTTATCAGGTTC
ATCGTACCATGCAGTTTGAAGATGGTGCAAGTCTGACCGTTAATTATCGTTATACCTATGAAGGTAGTCAT
ATTAAAGGCGAAGCACAGGTTAAAGGTACCGGTTTTCCGGCAGATGGTCCGGTTATGACCAATAGCCTGAC
CGCAGCAGATTGGAGTCGTAGCAAAAAAACCTATCCGAATGATAAAACCATTATTAGCACCTTTAAATGGA
GCTATACCACCGGCAATGGTAAACGTTATCGTAGCACCGCACGTACCACCTATACCTTTGCAAAACCGATG
GCAGCCAATTATCTGAAAAATCAGCCGATGTATGTGTTTCGTAAAACCGAACTGAAACATTCAAAAACCGA
GCTGAATTTTAAAGAATGGCAGAAAGCCTTTACCGATGTTATGGGTATGGATGAACTGTATAAACACCACC
ATCACCATCATTAA 
Aminokislinsko 
zaporedje 
rekombinantega 
proteina  
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z imeni: 
 
M-Cys- P3- P4_C1-caldesmon- P5SC_2- P6- Cys-TEVp-NG-His6-# 
 
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z aminokislinami v enaki barvi, kot je določena za 
posamezen segment v polnem imenu proteina, in ločeni tako, da je vsak v drugi vrstici: 
 
MCG 
    EIQQLEE EIAQLEQ KNAALKE KNQALKY G 
SGPG  
    KISQLKQ KIQQLKQ ENQRLEE ENRRLEE 
EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERKR 
    ENARLEE KIRQLKQ KNSQLKE EIQQLEY G 
SGPG  
    KNAALKE EIQALEE ENQALEE KIAQLKY G 
CENLYFQG 
VSKGEEDNMASLPATHELHIFGSINGVDFDMVGQGTGNPNDGYEELNLKSTKGDLQFSPWILVPHIGYGFH
QYLPYPDGMSPFQAAMVDGSGYQVHRTMQFEDGASLTVNYRYTYEGSHIKGEAQVKGTGFPADGPVMTNSL
TAADWSRSKKTYPNDKTIISTFKWSYTTGNGKRYRSTARTTYTFAKPMAANYLKNQPMYVFRKTELKHSKT
ELNFKEWQKAFTDVMGMDELYK 
HHHHHH# 
Število 
aminokislinskih 
ostankov 
429 ak 
Molekulska masa 49.611,41 Da 
pI 6,29 
Absorbcijski 
koeficient pri 280 
nm  
50.310 M-1cm-1 
1,014 (A 0,1 odstotka = 1 g/l) 
(predpostavimo, da so vsi Cys ostanki reducirani) 
Legenda: ATG – start kodon, M – metionin, Cys – cistein, TEVp – zaporedje, ki ga prepozna TEVp, NG – mNeonGreen,  His6 – 
histidinska oznaka, TAA – stop kodon, # – oznaka, ki označuje konec podaljševanja polipeptidne verige, do katerega pride pri 
prepisovanju zaradi stop kodona. 
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Slika 27. Potek dela in meritve, s katerimi smo okarakterizirali protein 34cald56NG. Rdeči križec prikazuje, da 
nismo nadaljevali z izolacijo proteina iz netopnega dela celičnega lizata. 
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Tabela 17. Osnovni podatki za polipeptid NG34cald56. 
Polno ime NG-P3- P4_C1-caldesmon- P5SC_2- P6 
Krajše ime NG34cald56 
Nukleotidno 
zaporedje za 
rekombinantni 
protein  
ATGGTTAGTAAAGGTGAAGAAGATAATATGGCAAGCCTGCCGGCAACCCATGAACTGCATATTTTTGGTAG
CATTAATGGTGTTGATTTTGATATGGTTGGTCAGGGCACCGGTAATCCTAATGATGGTTATGAAGAACTGA
ATCTGAAATCAACCAAAGGTGATCTGCAGTTTAGCCCGTGGATTCTGGTTCCGCATATTGGTTATGGTTTT
CATCAGTATCTGCCGTATCCGGATGGTATGAGCCCGTTTCAGGCAGCAATGGTTGATGGTAGCGGTTATCA
GGTTCATCGTACCATGCAGTTTGAAGATGGTGCAAGTCTGACCGTTAATTATCGTTATACCTATGAAGGTA
GTCATATTAAAGGCGAAGCACAGGTTAAAGGTACCGGTTTTCCGGCAGATGGTCCGGTTATGACCAATAGC
CTGACCGCAGCAGATTGGAGTCGTAGCAAAAAAACCTATCCGAATGATAAAACCATTATTAGCACCTTTAA
ATGGAGCTATACCACCGGCAATGGTAAACGTTATCGTAGCACCGCACGTACCACCTATACCTTTGCAAAAC
CGATGGCAGCCAATTATCTGAAAAATCAGCCGATGTATGTGTTTCGTAAAACCGAACTGAAACATTCAAAA
ACCGAGCTGAATTTTAAAGAATGGCAGAAAGCCTTTACCGATGTTATGGGTATGGATGAACTGTATAAAGA
GAACCTGTACTTCCAGGGCTGCGGTGAAATTCAGCAGCTGGAAGAGGAAATCGCCCAGCTGGAGCAGAAA
AACGCCGCCCTGAAAGAGAAAAATCAGGCCCTGAAGTACGGCAGCGGCCCGGGTAAAATTAGCCAACTGAA
ACAGAAAATCCAACAACTGAAGCAGGAAAACCAGCGCCTGGAAGAAGAAAATCGCCGTCTGGAAGAAGAAG
AAGAAAAACGTGCAGCCGAGGAACGTCAGCGCATCAAAGAGGAAGAGAAACGCGCCGCCGAAGAGCGCCAG
CGCATTAAAGAAGAAGAAAAGCGCGCCGCCGAGGAACGCCAACGCATTAAGGAAGAGGAAAAACGCGCCGC
CGAAGAACGCAAACGCGAAAATGCCCGCCTGGAGGAGAAAATCCGCCAGCTGAAACAGAAGAACAGCCAGC
TGAAAGAGGAGATTCAGCAACTGGAATATGGCAGCGGCCCGGGTAAGAATGCCGCCCTGAAGGAAGAGATC
CAGGCACTGGAAGAAGAAAACCAGGCCCTGGAAGAAAAAATTGCCCAGCTGAAATACGGCCACCACCATCA
CCATCATTAA 
Aminokislinsko 
zaporedje 
rekombinantega 
proteina  
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z imeni: 
 
M- NG- TEVp-Cys- P3- P4_C1-caldesmon- P5SC_2- P6-His6-# 
 
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z aminokislinami v enaki barvi, kot je določena za 
posamezen segment v polnem imenu proteina, in ločeni tako, da je vsak v drugi vrstici: 
 
M 
VSKGEEDNMASLPATHELHIFGSINGVDFDMVGQGTGNPNDGYEELNLKSTKGDLQFSPWILVPHIGYGFH
QYLPYPDGMSPFQAAMVDGSGYQVHRTMQFEDGASLTVNYRYTYEGSHIKGEAQVKGTGFPADGPVMTNSL
TAADWSRSKKTYPNDKTIISTFKWSYTTGNGKRYRSTARTTYTFAKPMAANYLKNQPMYVFRKTELKHSKT
ELNFKEWQKAFTDVMGMDELYK 
ENLYFQG 
CG 
    EIQQLEE EIAQLEQ KNAALKE KNQALKY G 
SGPG  
    KISQLKQ KIQQLKQ ENQRLEE ENRRLEE 
EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERQRIK EEEKRAAEERKR 
    ENARLEE KIRQLKQ KNSQLKE EIQQLEY G 
SGPG  
    KNAALKE EIQALEE ENQALEE KIAQLKY G 
HHHHHH# 
Število 
aminokislinskih 
ostankov 
428 ak 
Molekulska masa 49.508,27 g/mol 
pI 6,29 
Absorbcijski 
koeficient pri 280 
nm  
50.310 M-1cm-1 
1,016 (A 0,1 odstotka = 1 g/l) 
(predpostavimo, da so vsi Cys ostanki reducirani) 
Legenda: ATG – start kodon, M – metionin, NG – mNeonGreen, TEVp – zaporedje, ki ga prepozna TEVp, Cys – cistein, His6 – 
histidinska oznaka, TAA – stop kodon, # – oznaka, ki označuje konec podaljševanja polipeptidne verige, do katerega pride pri 
prepisovanju zaradi stop kodona. 
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Slika 28. Potek dela in meritve, s katerimi smo okarakterizirali protein NG34cald56. Rdeči križec prikazuje, da 
nismo nadaljevali z izolacijo proteina iz netopnega dela celičnega lizata. 
 
4.4.1 Izolacija proteina 34cald56NG iz topnega dela celičnega lizata  
Protein 34cald56NG iz topnega dela celičnega lizata smo izolirali z nikljevo afinitetno 
in gelsko izključitveno kromatografijo.  
Molekulska masa proteina 34cald56NG je 49,6 kDa, kar smo na gelu za NaDS-PAGE 
opazili kot liso pri velikosti, ki je malo večja od 55 kDa (slika 29). Pri prvih treh 
stolpcih slike 29, A, ki prikazujejo celični lizat, topni del celičnega lizata in nevezano 
frakcijo po nikljevi afinitetni kromatografiji, ni opaziti lis, ki bi posebej izstopale, 
vendar pa je v stolpcih 4 in 5, ki predstavljata eluirani frakciji s kolone za nikljevo 
afinitetno kromatografijo, vidno, da smo z nikljevo afinitetno kromatografijo izolirali 
protein 34cald56NG, ki pa še vsebuje nečistoče (druge proteine) in razgrajene dele 
rekombinantnega proteina.  
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Elucijske frakcije po nikljevi afinitetni kromatografiji smo združili (slika 29, A, stolpec 
4) in injicirali na kolono za SEC (slika 30), saj smo želeli dodatno očistiti proteinski 
vzorec. Slika 30 prikazuje kromatogram ločbe proteinov s SEC. Vzorce posameznih ali 
združenih frakcij vrhov, ki so vidni v tem kromatogramu, smo nanesli na gel za NaDS-
PAGE (slika 29, B). Cel protein se je s kolone za SEC eluiral v prvem vrhu, a protein ni 
bil čist, saj so frakcije iz tega vrha (frakcije 7‒10) še vedno vsebovale nečistoče (protein 
z velikostjo malo manj kot 100 kDa) in razgrajene dele proteina (slika 29, B, stolpca 2 
in 3). Še večji delež razgrajenih delov proteina je bil viden za frakcije iz drugega vrha 
(frakcije 15‒20) (slika 29, B, stolpca 5 in 6), medtem ko sta tretji (frakcije 25‒29) in 
četrti vrh (frakcije 33‒35) na kromatogramu vsebovala le še razgrajene dele proteina 
(slika 29, B, stolpci 7‒10). 
 
Slika 29. Izolacija proteina 34cald56NG iz topnega dela celičnega lizata z nikljevo afinitetno in gelsko 
izključitveno kromatografijo. Pred nanosom vzorcev na gel smo vse vzorce očistili z obarjanjem s TCA po 
protokolu, jim nato dodali vzorčni pufer z reducentom in jih 5 min inkubirali pri 95 °C. Za NaDS-PAGE smo 
uporabili 12-odstotno zamrežen gel. A. Analiza vzorcev različnih stopenj izolacije 34cald56NG z NaDS-PAGE. 
Stolpec 1, celični lizat. Stolpec 2, topni del celičnega lizata. Stolpec 3, frakcija proteinov, ki se ni vezala na kolono 
za nikljevo afinitetno kromatografijo. Stolpec 4, eluirana frakcija s kolone za nikljevo afinitetno kromatografijo, ki 
smo jo uporabili za nanos na kolono za gelsko izključitveno kromatografijo (prvo injiciranje). Stolpec 5, eluirana 
frakcija s kolone za nikljevo afinitetno kromatografijo, ki smo jo uporabili za nanos na kolono za gelsko izključitveno 
kromatografijo (drugo injiciranje). Stolpec 6, proteinski velikostni standard (enota je kDa). B. Analiza frakcij, ki 
smo jih pridobili pri čiščenju 34cald56NG z gelsko izključitveno kromatografijo, z NaDS-PAGE. Kromatogram 
te ločbe proteina je prikazan na sliki 30. Stolpec 1, frakcija iz začetka prvega kromatografskega vrha. Stolpec 2, 
frakcija iz prvega vrha na kromatogramu, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 3, vzorec združenih 
frakcij prvega vrha, med katerimi ni frakcije, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 4, proteinski 
velikostni standard (enota je kDa). Stolpec 5, frakcija iz drugega vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. 
Stolpec 6, vzorec združenih frakcij drugega vrha, med katerimi ni frakcije, za katero smo izmerili največjo vrednostjo 
A280. Stolpec 7, frakcija iz tretjega vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 8, vzorec združenih 
frakcij tretjega vrha, med katerimi ni frakcije, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 9, frakcija iz 
četrtega vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 10, vzorec združenih frakcij četrtega vrha, med 
katerimi ni frakcije, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. 
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Slika 30. Kromatogram ločbe vzorca s proteinom 34cald56NG z gelsko izključitveno kromatografijo. Na 
kolono smo nanesli vzorec združenih frakcij, ki smo jih eluirali s kolone za nikljevo afinitetno kromatografijo. Med 
celotno ločbo smo spremljali A280 (modra vijugasta črta) in zbirali frakcije po 4 ml. Številke posameznih frakcij so na 
kromatogramu predstavljene na x osi s sivo barvo, in sicer je številka, ki pomeni določene frakcijo, napisana na 
položaju, ki je pomenil začetek zbiranja eluiranega vzorca v tej frakciji. Pretok mobilne faze (20 mM Tris-HCl pH 
7,5, 150 mM NaCl, 10-odstotni (V/V) glicerol, 1 mM TCEP) je bil 2,6 ml/min. Uporabili smo kolono Superdex 200 
HiLoad 26/600. 
S prenosom western z imunodetekcijo s protitelesi za His6 po končani NaDS-PAGE 
smo potrdili, v katerih frakcijah ločbe z gelsko izključitveno kromatografijo se nahaja 
cel protein 34cald56NG in v katerih razgrajeni deli proteina, ki vsebujejo oznako His6, 
ki se nahaja na C-koncu celega proteina (slika 31). Vzorec iz prvega vrha na 
kromatogramu je sicer vseboval cel protein 34cald56NG, ki ga predstavlja lisa pri 
velikosti malo nad 55 kDa, ampak hkrati tudi razgrajene dele proteina (slika 31, stolpec 
1). V drugem kromatografskem vrhu se je nahajalo že več razgradnih produktov 
proteina (lisi pri velikosti približno 50 kDa in lise za proteine še manjših velikosti) 
(slika 31, stolpec 2). Tretji in četrti vrh sta vsebovala pretežno razgradne produkte (slika 
31, stolpca 3 in 4), v četrtem vrhu je bil najverjetneje v največji meri prisoten razgradni 
produkt, ki je vseboval zaporedje za samo tisti del proteina, ki ga predstavlja NG-His6, 
saj smo opazili liso s proteinom z velikostjo približno 25 kDa (teoretična molekulska 
masa NG je 26,6 kDa). 
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Slika 31. Analiza izolacije 34cald56NG z gelsko izključitveno kromatografijo s prenosom western z 
imunodetekcijo s protitelesi proti His6. Pred nanosom na gel za NaDS-PAGE smo vzorcem dodali vzorčni pufer z 
reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C.  Stolpec 1, frakcija iz prvega vrha na kromatogramu, za katero smo 
izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 2, frakcija iz drugega vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. 
Stolpec 3, frakcija iz tretjega vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 4, frakcija iz četrtega vrha, 
za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 5, proteinski velikostni standard (enota je kDa). 
 
4.4.2 Izolacija proteina NG34cald56 iz topnega dela celičnega lizata  
Protein NG34cald56 iz topnega dela celičnega lizata smo izolirali z nikljevo afinitetno 
in gelsko izključitveno kromatografijo. Iz 1 l bakterijske kulture smo iz topnega dela 
celičnega lizata uspeli izolirali približno 1,9 mg  proteina NG34cald56. 
Molekulska masa proteina NG34cald56 je 49,5 kDa, kar smo na gelu za NaDS-PAGE 
opazili kot liso pri velikosti 55 kDa (slika 32). V prvih treh stolpcih na sliki 32, A, ki 
prikazujejo celični lizat, topni del celičnega lizata in topni del celičnega lizata, ki smo 
ga filtrirali skozi filter z velikostjo por 200 nm, ni opaziti lis, ki bi posebej izstopale. 
Pelet (netopni del celičnega lizata), ki smo ga raztopili v pufru s 6 M GdnHCl in po 
obarjanju s TCA uporabili za NaDS-PAGE, ni vseboval NG34cald56 (slika 32, A, 
stolpec 7). 
Elucijske frakcije po nikljevi afinitetni kromatografiji smo združili in injicirali na 
kolono za gelsko izključitveno kromatografijo (slika 32, B, stolpec 1), saj smo želeli 
proteinski vzorec dodatno očistiti. Na gel za NaDS-PAGE, s katero smo analizirali 
ločbo proteinov s SEC, smo nanesli vzorce tistih posameznih frakcij vrhov na 
kromatogramu, za katere smo izmerili največje vrednosti A280. Protein NG34cald56 se 
je nahajal že v drugem vrhu (frakcije 1‒3) (slika 32, B, stolpec 2), največ proteina pa 
smo dobili v tretjem vrhu (frakcije 8‒13) (slika 32, B, stolpca 3 in 4). Četrti vrh na 
kromatogramu (frakcije 17‒19) je večinoma vseboval le razgradne produkte in/ali 
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nečistoče (slika 32, B, stolpec 5). Za vse nadaljnje poskuse smo uporabili vzorec 
proteina NG34cald56 iz tretjega kromatografskega vrha (združene frakcije 8‒13). 
 
Slika 32. Izolacija proteina NG34cald56 iz topnega dela celičnega lizata z nikljevo afinitetno in gelsko 
izključitveno kromatografijo. Pred nanosom vzorcev na gel za NaDS-PAGE smo vzorce oborili s precipitacijo s 
TCA po protokolu, jim nato dodali vzorčni pufer z reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C. Za NaDS-PAGE smo 
uporabili 12-odstotno zamrežen gel. A. Analiza vzorcev različnih stopenj izolacije NG34cald56 z NaDS-PAGE. 
Stolpec 1, celični lizat. Stolpec 2, topni del celičnega lizata. Stolpec 3, topni del celičnega lizata, ki je bil filtriran 
skozi filter z 200 nm velikimi porami. Stolpec 4, na to mesto nismo nanesli nobenega vzorca. Stolpec 5, proteinski 
velikostni standard (enota je kDa). Stolpec 6, na to mesto nismo nanesli nobenega vzorca. Stolpec 7, pelet (netopni 
del celičnega lizata), ki smo ga raztopili v pufru s 6 M GdnHCl. B. Analiza frakcij, ki smo jih pridobili pri 
čiščenju NG34cald56 z gelsko izključitveno kromatografijo, z NaDS-PAGE Stolpec 1, vzorec, ki smo ga injicirali 
na kolono za gelsko izključitveno kromatografijo. Stolpec 2, frakcija iz drugega vrha, za katero smo izmerili največjo 
vrednost A280. Stolpec 3, frakcija iz tretjega vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 4, frakcija, 
ki prva sledi frakciji iz tretjega vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 5, frakcija iz četrtega 
vrha, za katero smo izmerili največjo vrednost A280. Stolpec 6, proteinski velikostni standard (enota je kDa). 
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Slika 33. Kromatogram ločbe vzorca s proteinom NG34cald56 z gelsko izključitveno kromatografijo. Na 
kolono smo nanesli vzorec združenih frakcij, ki smo jih eluirali s kolono za nikljevo afinitetno kromatografijo (11,5 
ml proteina s koncentracijo približno 0,74 mg/ml). Med celotno ločbo smo spremljali A280 (modra črta) in zbirali 
frakcije po 4 ml. Številke posameznih frakcij so na kromatogramu predstavljene na x osi s sivo barvo, in sicer je 
številka, ki pomeni določene frakcijo, napisana na položaju, ki je pomenil začetek zbiranja eluiranega vzorca v tej 
frakciji. Pretok mobilne faze (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 10-odstotni (V/V) glicerol, 1 mM TCEP) je 
bil 2,6 ml/min. Uporabili smo kolono Superdex 200 HiLoad 26/600. 
S prenosom western z imunodetekcijo s protitelesi za His6 po končani NaDS-PAGE 
smo preverili, v katerih frakcijah ločbe z gelsko izključitveno kromatografijo, ki je 
predstavljena na sliki 33, se nahaja cel protein NG34cald56 in v katerih razgradni 
produkti proteina, ki vsebujejo oznako His6, ki se nahaja na C-koncu proteina (slika 34). 
Vzorec združenih frakcij četrtega kromatografskega vrha je vseboval malo celega 
proteina in razgradne produkte (slika 34, stolpec 1), medtem ko je vzorec združenih 
frakcij tretjega vrha pretežno vseboval protein NG34cald56 in le manjšo količino 
razgradnih produktov (slika 34, stolpec 3). 
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Slika 34. Analiza izolacije NG34cald56 z gelsko izključitveno kromatografijo s prenosom western z 
imunodetekcijo s protitelesi proti His6. Pred nanosom na gel za NaDS-PAGE smo vzorcem dodali vzorčni pufer z 
reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C.  Stolpec 1, združene frakcije četrtega vrha. Stolpec 2, proteinski 
standard. Stolpec 3, združene frakcije tretjega vrha. 
Očiščen protein NG34cald56 smo nato biokemijsko okarakterizirali, analizirali smo: 
- molekulsko maso proteina s SEC-MALS (poglavje 4.4.3),  
- zmožnost tvorbe proteinskih nanostruktur s kemijskim zamreženjem 
(poglavje 4.4.4), 
- sekundarno strukturo in temperaturno stabilnost z merjenjem CD (poglavje 
4.4.5) in  
- velikost proteinskih nanostruktur z merjenjem DLS (poglavje 4.4.6). 
 
4.4.3 Karakterizacija proteina NG34cald56 s SEC-MALS 
Za določitev molekulske mase in velikosti očiščenega proteina NG34cald56 smo 
uporabili SEC-MALS. Na kolono za SEC-MALS smo nanesli izoliran protein 
NG34cald56, ki smo ga tik pred nanosom prefiltrirali skozi membrano s porami 
velikosti 100 nm. Teoretična molekulska masa proteina NG34cald56 je 49,5 kDa. Pri 
ločbi s kolono za SEC-MALS smo za ta vzorec pri 25,1 min dobili kromatografski vrh z 
molekulsko maso 97,6 kDa, ki predstavlja dimer proteina (slika 35). 
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Slika 35. Analiza proteina NG34cald56 s SEC-MALS. Protein je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 
NaCl in 1 mM TCEP. Koncentracija 34cald56 je bila 0,83 mg/ml (16,8 μM). Na kolono smo nanesli 100 μl vzorca 
(83 μg proteina). Kromatografski vrh pri 25,1 min ločbe, ki je prikazana s signalom iz detektorja za UV (rdeča 
krivulja), predstavlja protein z velikostjo 97,6 kDa, ki jo označujejo rdeče pike in so narisane po celi širini tega vrha.  
 
4.4.4 Karakterizacija proteina NG34cald56 s kemijskim zamreženjem 
Da bi preverili, ali nastanejo večje strukture, ki smo jih opazili z analizo topnega 
proteina s SEC-MALS, iz več monomernih enot proteina, smo uporabili metodo 
kemijskega zamreženja. Za te poskuse smo uporabili reagent DSS, ki je v reakciji 
zamreženja povezal med sabo različne lizine, ki se nahajajo v proteinu. Z NaDS-PAGE 
smo preverili, ali smo pri poskusu kemijskega zamreženja dobili protein NG34cald56 v 
večmernih oblikah. Velikost proteina NG34cald56 v monomerni obliki je sicer 49,5 
kDa, a monomer proteina, ki ga nismo kemijsko zamrežili, je bil v gelu za NaDS-PAGE 
na višini, ki ustreza velikosti malo več kot 55 kDa (slika 36, stolpec 1). Velikost 
proteina v dimerni obliki je približno 100 kDa, vendar lise pri tej velikosti po reakciji 
kemijskega zamreženja na gelu za NaDS-PAGE nismo opazili. Velikost proteina v 
trimerni obliki je približno 150 kDa in velikost štirimera proteina je približno 200 kDa. 
Na gelu smo za zamrežene vzorce proteina opazili lise pri velikosti, ki je bila med 130 
in 250 kDa (slika 36, stolpci 2‒4). Z večanjem molarnega presežka DSS v reakcijskih 
mešanicah se je postopno zmanjšala tudi prisotnost monomernih enot proteina. 
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Slika 36. Analiza kemijskega zamreženja proteina NG34cald56 z NaDS-PAGE. Protein s koncentracijo 0,74 
mg/ml (15 μM) je bil v pufru 20 mM natrijev fosfat, 150 mM NaCl, pH 7,5, 1 mM TCEP, za prekinitev reakcije smo 
dodali Tris-HCl pH 7,5, do končne koncentracije 50 mM. Uporabili smo 10-odstotno zamrežen gel za NaDS-PAGE. 
Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali vzorčni pufer z reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C. Stolpec 1, 
vzorec proteina NG34cald56 brez dodatka DSS. Stolpec 2, DSS v 10-kratnem molarnem presežku. Stolpec 3, DSS v 
20-kratnem molarnem presežku. Stolpec 4, DSS v 50-kratnem molarnem presežku. Stolpec 5, proteinski velikostni 
standard (enota je kDa) (lisi za 10 kDa in 15 kDa se nista ločili).  
 
4.4.5 Določanje sekundarne strukture in temperaturne stabilnosti proteina 
NG34cald56 
Z merjenjem CD smo preverili elemente sekundarne strukture in temperaturno 
stabilnost proteina NG34cald56 v vodni raztopini. Najprej smo v območju od 200 nm 
do 260 nm izmerili spekter CD pri 20 °C (slika 37, rdeča krivulja). Spekter ni imel 
značilne oblike za α-vijačnice (minimuma pri 208 in 222 nm), kot to velja v primeru 
proteina 34cald56, saj protein NG34cald56 vsebuje tudi aminokislinsko zaporedje za cel 
protein NG, ki ima sam pretežno sekundarno strukturo β-ploskev. Nato smo izvedli 
počasno temperaturno denaturacijo, ko smo postopno in počasi višali temperaturo (1 
°C/min) od 20 °C do 90 °C, in pri tem spremljali signal CD pri izbrani valovni dolžini, 
ki je bila 222 nm. Tako denaturiranemu vzorcu proteina smo pri 90 °C ponovno izmerili 
spekter CD (slika 37, temno modra krivulja), nato pa smo ga hitro ohladili iz 90 °C na 
20 °C in nato izmerili še spekter CD pri 20 °C v enakem območju valovnih dolžin kot 
na začetku (slika 37, zelena krivulja). Pri meritvi spektra pri 20 °C po temperaturni 
denaturaciji smo opazili izrazito zmanjšanje signala za eliptičnost (mdeg zelo blizu 
vrednosti 0). Pri odvzemu vzorca iz naprave po tej meritvi smo v kiveti opazili oborino. 
Vzorec smo centrifugirali, da smo odstranili netopne delce. Koncentracija proteina 
NG34cald56 pred temperaturno denaturacijo je bila 0,78 mg/ml (15,7 μM), po 
temperaturni denaturaciji in centrifugiranju pa le 0,09 mg/ml (1,8 μM). 
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Tudi v primeru poskusov počasnega ohlajanja NG34cald56 je prišlo do obarjanja 
proteina (rezultati niso prikazani). 
 
Slika 37. Meritve cirkularnega dikroizma v območju od 200 do 260 nm za protein NG34cald56 20 °C pred 
počasnim segrevanjem (1 °C/min) (rdeča krivulja), pri 90 °C (modra krivulja), pri 20 °C po hitrem ohlajanju 
in centrifugiranju vzorca (zelena krivulja). Na začetku poskusa je bila koncentracija proteina v pufru 20 mM Tris-
HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 10-odstotni (V/V) glicerol, 1 mM TCEP 0,78 mg/ml (15,7 μM). Po temperaturni 
denaturaciji je bila koncentracija proteina NG34cald56 0,09 mg/ml (1,9 μM), saj se je protein oboril. 
Podatke, pridobljene iz meritev počasnega segrevanja proteina v temperaturnem 
območju 20–90 °C smo uporabili tudi za izračun vrednosti za molarno eliptičnost in 
določili, da je Tm pri 67,5 °C (slika 38). 
 
 
Slika 38. Molarna eliptičnost proteina NG34cald56 pri 222 nm v odvisnosti od temperature pri počasnem 
segrevanju. Protein s koncentracijo 0,78 mg/ml (15,7 μM), ki je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 
10-odstotni (V/V) glicerol, 1 mM TCEP. smo segrevali od 20 °C do 90 °C (1 °C/min). MRE, molarna eliptičnost. 
Opombe: sliko je pripravila sodelavka Odseka D12 KI Jana Aupič; e z računalniškim programom, ki so ga razvili 
sodelavci Odseka D12 KI, je iz eksperimentalnih podatkov tudi izračunala Tm, ki je naveden v besedilu. 
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4.4.6 Določanje velikost proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein NG34cald56 
Z meritvami DLS smo preverili velikosti hidrodinamskih premerov proteinskih 
nanostruktur, ki jih tvori protein NG34cald56 v raztopini, in sicer smo določili velikost 
proteinskih nanostruktur pred temperaturno denaturacijo in po ponovnem zvitju proteina 
po temperaturni denaturaciji.  
Raztopina proteina NG34cald56 je pred temperaturno denaturacijo, ki smo jo izvedli na 
spektrofotometru za merjenje CD, vsebovala delce različnih velikosti. 59,1 odstotka 
celotne intenzitete izmerjenega signala DLS so predstavljali delci velikosti 14,5  3,5 
nm, 32,5 odstotka delci velikosti 167,8  64,6 nm in 8,4 odstotka delci velikosti 2307  
1138 nm (slika 39, A). Porazdelitev proteinskih nanostruktur glede na število delcev je 
dala rezultat, da 100 odstotkov proteinskih nanostruktur predstavljajo delci z velikostjo 
premera 11,0  2,1 nm  (slika 39, B). Pri vzorcih proteina NG34cald56 po temperaturni 
denaturaciji in hitrem ohlajanju smo v centrifugiranem vzorcu dobili delce s premerom 
392  11 nm (glede na intenziteto signala: slika 39, C) oz. 391  17 nm (glede na število 
proteinskih nanostruktur: slika 39, D). 
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Slika 39. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki ji tvori protein NG34cald56, ki smo ga ponovno 
zvili. Protein s koncentracijo 0,78 mg/ml (15,7 μM), ki je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM 
TCEP, smo na spektrometru za merjenje CD najprej denaturirali s počasnim segrevanjem (1 °C/min) in nato na hitro 
ohladili na 20 C. Po temperaturni denaturaciji je bila koncentracija proteina v vzorcu 0,09 mg/ml (1,9 μM), saj se je 
večina proteina oborila. Pred začetkom denaturacije (A in B) in po končanem ohlajanju (C in D) smo pri 20 C 
izmerili velikost v raztopini, predstavljeni so rezultati za porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur glede na 
intenziteto signala (A in C) ter glede na število delcev v raztopini (B in D). Modra, rdeča in zelena črta v vsakem 
diagramu predstavljajo posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za raztopine, ki vsebujejo Tris-
HCl in NaCl. 
Meritve velikosti nanostruktur proteina NG34cald56 so zbrane v tabeli 22, ki je v 
razpravi.  
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4.5 Produkcija, izolacija in karakterizacija proteina 3APH4 
Protein 3APH4 smo pridobili z gojenjem bakterij E. coli NiCo21(DE3), kjer smo 
izražanje proteina sprožili z induktorsko molekulo IPTG. Bakterije smo po končanem 
gojenju lizirali in iz lizata izolirali protein. Preverili smo, kakšne količine 
rekombinantnega proteina lahko pridobimo z izolacijo iz topnega dela lizata oz. z 
izolacijo iz netopnega dela lizata, ki jo predstavljajo inkluzijska telesca. Osnovni 
podatki o rekombinantnem proteinu so v tabeli 18. Podatki o poteku dela in meritvah, s 
katerimi smo okarakterizirali protein 3APH4 so na sliki  40. 
Tabela 18. Osnovni podatki za polipeptid 3APH4. 
Polno ime P3SN-APHshSN-P4SN 
Krajše ime 3APH4 
Nukleotidno 
zaporedje za 
rekombinantni 
protein  
ATGTGTGGA 
TCGCCTGAGGACGAGATTCAGCAGTTGGAAGAGGAAATTTCGCAGCTGGAACAGAAGAACAGCGAATTAAA
AGAGAAGAATCAGGAATTAAAGTATGGTTCCGGTCCTGGGTTAGAGGAAGAGTTAAAGCAATTGGAAGAGG
AGCTACAGGCTATCGAGGAACAGCTCGCTCAGTTGCAGTGGAAGGCTCAGGCACGAAAGGAGAAACTGGCT
CAGCTTAAAGAGAAACTTTCAGGCCCGGGGTCTCCCGAGGACAAAATATCCCAATTAAAAGAGAAAATACA
GCAGCTTAAACAGGAGAATCAACAACTGGAAGAGGAAAATTCTCAACTGGAGTACGGACTAGAACATCATC
ATCATCACCATCATCATTAA 
Aminokislinsko 
zaporedje 
rekombinantega 
proteina  
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z imeni: 
 
M-Cys-P3SN-APHshSN-P4SN-His8-# 
 
Posamezni segmenti v proteinu so predstavljeni z aminokislinami v enaki barvi, kot je določena za 
posamezen segment v polnem imenu proteina, in ločeni tako, da je vsak v drugi vrstici: 
 
MCG 
      SPED EIQQLEE EISQLEQ KNSELKE KNQELKY G  
 SGPG  
       LEE ELKQLEE ELQAIEE QLAQLQW KAQARKE KLAQLKE KL  
 SGPG  
      SPED KISQLKE KIQQLKQ ENQQLEE ENSQLEY G 
 LEHHHHHHHH# 
Število 
aminokislinskih 
ostankov 
127 ak 
Molekulska masa 14.862,38 Da 
pI 4,95 
Absorbcijski 
koeficient pri 280 
nm  
8480 M-1cm-1 
0,571 (A 0,1 odstotka = 1 g/l) 
(predpostavimo, da so vsi Cys ostanki reducirani) 
Legenda: ATG – start kodon, M – metionin, Cys – cistein, His6 – histidinska oznaka, TAA – stop kodon, # – oznaka, ki označuje 
konec podaljševanja polipeptidne verige, do katerega pride pri prepisovanju zaradi stop kodona. 
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Slika 40. Potek dela in meritve, s katerimi smo okarakterizirali protein 3APH4. Rdeči križec prikazuje, da nismo 
nadaljevali z izolacijo proteina iz topnega dela celičnega lizata. 
 
4.5.1 Izolacija proteina 3APH4 iz topnega dela celičnega lizata 
Protein iz topnega dela celičnega lizata smo izolirali z nikljevo afinitetno 
kromatografijo. Molekulska masa proteina 3APH4 je približno 15 kDa, vendar na gelu 
za NaDS-PAGE potuje pri velikosti približno 20 kDa (slika 41). Iz stolpca 3, ki 
prikazuje celični lizat, vidimo, da je bila produkcija proteina v bakterijskih celicah 
uspešna, protein se je nahajal tudi v topnem delu celičnega lizata (stolpec 4). Iz topnega 
dela celičnega lizata smo nato izolirali protein z nikljevo afinitetno kromatografijo pod 
nativnimi pogoji. Vezava proteina 3APH4 na nosilec Ni-NTA ni bila najbolj učinkovita, 
saj smo večino proteina dobili v nevezani frakciji (stolpec 5). Zaradi tega (poleg NaDS-
PAGE) nismo izvedli nadaljnjih biokemijskih analiz, ampak smo se osredotočili na 
izolacijo iz netopnega dela celičnega lizata. 
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Slika 41. Slika gela za NaDS-PAGE, s katero smo analizirali izolacijo proteina 3APH4 iz topnega dela 
celičnega lizata. Vzorce za NaDS-PAGE smo oborili s TCA, jim pred nanosom na gel dodali vzorčni pufer z 
reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C. Za NaDS-PAGE smo uporabili 15-odstotno zamrežen gel. Stolpec 1, 
proteinski velikostni standard (enota je kDa). Stolpec 2, eluirana frakcija, ki smo jo pridobili z nikljevo afinitetno 
kromatografijo pri nativnih pogojih. Stolpec 3, celični lizat. Stolpec 4, topni del celičnega lizata. Stolpec 5, nevezana 
frakcija topnega dela celičnega lizata, ki smo ga nanesli na nosilec za nikljevo afinitetno kromatografijo pri nativnih 
pogojih. Položaj proteina 3APH4 je na slikah prikazan z zvezdico (*). 
 
4.5.2 Izolacija proteina 3APH4 iz netopnega dela celičnega lizata 
Protein iz netopnega dela celičnega lizata, ki ga predstavljajo inkluzijska telesca, smo 
izolirali pod denaturirajočimi pogoji, za to smo uporabili nikljevo afinitetno 
kromatografijo. Po eluciji proteina s kolone za ločbo z nikljevo afinitetno 
kromatografijo smo vsem frakcijam izmerili A280 in frakcije z največjimi vrednostmi 
A280 združili. Protein smo poskusili dodatno očistiti tudi z gelsko izključitveno 
kromatografijo, vendar so začetni poskusi pokazali, da s tem dodatnim korakom ne 
pridobimo proteina, ki bi bil veliko bolj čist.  
Molekulska masa monomerov proteina 3APH4 je 14,9 kDa, a je na gelih za NaDS-
PAGE položaj monomera 3APH4 viden pri velikosti približno 20 kDa (slika 42). Na 
sliki 42, A je razvidno, da celokupen celični lizat (stolpec 1) vsebuje 3APH4 tudi v 
topnem delu celičnega lizata (stolpec 2). Na sliki 42, B je predstavljen gel za NaDS-
PAGE, kjer je v stolpcu 1 pri velikosti 20 kDa viden položaj monomera 3APH4, ki smo 
ga iz netopnega dela celičnega lizata izolirali z nikljevo afinitetno kromatografijo pri 
denaturirajočih pogojih. Če pa smo vzorcu proteina dodali vzorčni pufer brez dodatka 
reducenta (2-merkaptoetanol), smo na gelu lahko opazili več lis, ki so si sledile v 
naslednjem zaporedju velikosti: približno 20 kDa, približno 40 kDa, približno 60 kDa 
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itd. (stolpec 2). S prenosom western (slika 42, C, stolpec 2) smo potrdili, da navedene 
lise večjih velikosti tudi predstavljajo 3APH4.  
 
Slika 42. Izolacija 3APH4 iz netopnega dela celičnega lizata (inkluzijska telesca) z nikljevo afinitetno 
kromatografijo. Vzorce, ki smo jih za namene analize odvzeli med postopkom izolacije proteina, smo oborili s 
TCA, ustrezno pripravili in nanesli na gel za NaDS-PAGE. Uporabili smo 15-odstotno zamrežen gel. A. Analiza 
celičnega lizata, ki vsebuje protein 3APH4, z NaDS-PAGE. Vzorcema smo pred nanosom na gel dodali vzorčni 
pufer z reducentom in ju 5 min inkubirali pri 95 °C. Stolpec 1, celični lizat. Stolpec 2, topni del celičnega lizata. 
Stolpec 3, proteinski velikostni standard (enota je kDa). B. Analiza 3APH4, izoliranega z nikljevo afinitetno 
kromatografijo pod denaturirajočimi pogoji, z NaDS-PAGE. Oba vzorca, ki sta prikazana na gelu, smo pred 
nanosom 5 min inkubirali na 95 °C. Stolpec 1, eluirana frakcija 3APH4 (vzorčni pufer za nanos na gel z NaDS je 
vseboval reducent). Stolpec 2, eluirana frakcija 3APH4 (vzorčni pufer za nanos na gel z NaDS ni vseboval 
reducenta). Stolpec 3, proteinski velikostni standard (enota je kDa). C. Analiza 3APH4, izoliranega z nikljevo 
afinitetno kromatografijo pod denaturirajočimi pogoji, s prenosom western in imunodetekcijo s protitelesi 
proti His6. Pred nanosom na gel za NaDS-PAGE smo vzorcu dodali vzorčni pufer brez reducenta in ga 5 min 
inkubirali na 95 °C. Stolpec 1, proteinski velikostni standard (enota je kDa). Stolpec 2, eluirana frakcija 3APH4. 
Položaj monomerne oblike proteina 3APH4 je na slikah A–C prikazan z zvezdico (*).  
 
4.5.3 Zvijanje proteina 3APH4 
Za analizo očiščenega 3APH4 smo najprej protein zvili, in sicer smo zbrane eluirane 
frakcije s kolone Ni-NTA razredčili v pufru s 6 M GdnHCl, da je bila koncentracija 
proteina 0,05– 0,15 mg/ml, dializirali čez noč v dializnem pufru (20 mM Tris-HCl pH 
7,5, 150 mM NaCl), da smo iz raztopine odstranili GdnHCl (končna koncentracija 
GdnHCl v vzorcih je znašala < 10 mM). Naslednji dan smo dializirani vzorec 
centrifugirali, da smo s tem odstranili del proteina, ki se je morebiti med dializo oboril, 
in izmerili A280 raztopine, ki je vsebovala topen protein 3APH4. Ta vzorec smo nato 
skoncentrirali ter dodali v raztopino še reducent TCEP do končne koncentracije 1 mM 
in pred poskusi inkubirali takšno raztopino vsaj 30 min na sobni temperaturi.  
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Tako pripravljen zvit protein 3APH4 smo nato uporabili za vse nadaljnje analize, s 
katerimi smo okarakterizirali: 
- molekulsko maso proteina s SEC-MALS (poglavje 4.5.4),  
- velikost proteinskih nanostruktur, ki jih v raztopini tvori protein, s PAGE 
pod nativnimi pogoji in prenosom western z imunodetekcijo s protitelesi 
proti His6 (poglavje 4.5.5),  
- zmožnost tvorbe proteinskih nanostruktur s kemijskim zamreženjem 
(poglavje 4.4.6), 
- sekundarno strukturo in temperaturno stabilnost z merjenjem CD (poglavje 
4.4.7) ter 
- velikost proteinskih nanostruktur z merjenjem DLS (poglavje 4.4.8). 
 
4.5.4  Analiza zvitega proteina 3APH4 s SEC-MALS 
Analizo s SEC-MALS smo ponovili dvakrat, na kolono za SEC smo nanesli vzorec 
3APH4, ki smo ga pripravili iz denaturiranega vzorca z dializo, in vzorec proteina, ki 
smo ga po dializi še enkrat denaturirali s hitrim segrevanjem in nato ponovno zvili s 
počasnim ohlajanjem (1 C/min). Oba vzorca sta bila v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 
150 mM NaCl, 1 mM TCEP in smo ju tik pred nanosom prefiltrirali skozi membrano s 
porami velikosti 100 nm. S kolone za SEC-MALS je prišlo zelo malo ali nič proteina, 
kar je zelo oteževalo natančno analizo rezultatov. Iz kromatograma na sliki 43 je 
razvidno, da so se v vrhu pri 39 min ujemali vsi trije signali: signal iz detektorja za UV, 
signal iz detektorja, ki meri sipanje pri več kotih, ter signal iz detektorja za merjenje 
lomnega količnika (slika 43, A). Z analizo velikosti molekul v tem vrhu, ki smo jo 
pridobili iz podatkov iz detektorja za merjenje lomnega količnika, smo ugotovili, da so 
se v tem vrhu nahajale molekule z maso 1,457  10
4 
( 90,593 %) Da, kar ustreza 
teoretični molekulski masi za monomer proteina 3APH4, ki je 14,9 kDa  (slika 43, B).   
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Slika 43. Analiza proteina 3APH4 s SEC-MALS. Protein je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl in 
1 mM TCEP. Koncentracija proteina je bila 0,35 mg/ml (24 μM). Na kolono smo nanesli 80 μl vzorca (28,9 μg 
proteina). A. Kromatogram SEC-MALS, v katerem je razvidno, da se signali iz vseh treh detektorjev (detektor za UV 
(UV, zelena krivulja); detektor, ki meri sipanje pri več kotih (LS, rdeča krivulja); detektor za merjenje lomnega 
količnika (dIR, modra krivulja)) ujemajo le v kromatografskem vrhu, ki se je eluiral s kolone pri 39 min. Vrednosti 
signalov iz vseh treh detektorjev so predstavljeni relativno glede na najvišji signal. B. Kromatografski vrh pri 39 min 
ločbe, ki je prikazana s signalom iz detektorja za UV (rdeča krivulja), predstavlja protein z molekulsko maso 14,6 
kDa (eksperimentalna vrednost), ki jo označujejo rdeče pike, ki so narisane na sredini tega vrha.  
 
Anja Tanšek, Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z različno geometrijo 
_____________________________________________________________________________ 
 
78 
 
4.5.5  Analiza zvitega proteina 3APH4 s PAGE pod nativnimi pogoji in prenosom 
western z imunodetekcijo s protitelesi proti His6 
S PAGE pod nativnimi pogoji (slika 44, stolpec 1) in prenosom western z 
imunodetekcijo s protitelesi proti oznaki His6 (slika 44, stolpec 3) smo opazili, da zvit 
3APH4 tvori večje nanostrukture različnih velikosti, ki smo jih po barvanju gela lahko 
opazili na vrhu gela (niso vstopili v gel: ni prikazano na sliki) ali pa so se nahajale 
zvezno po celi poti potovanja proteina po gelu. Monomerna oblika proteina je na gelu 
za PAGE pod nativnimi pogoji potovala pri velikosti, ta je bila med velikostima 20 in 
66 kDa in sta jo označevala proteina, ki sta v proteinskem velikostnem standardu za 
PAGE pod nativnimi pogoji, 
 
Slika 44.  Analiza zvitega 3APH4 s PAGE pod nativnimi pogoji. Uporabili smo 8-odstotno zamrežen gel. Stolpec 
1, 3APH4 (PAGE pod nativnimi pogoji). Stolpec 2, proteinski velikostni standard za PAGE pod nativnimi pogoji 
(enota je kDa). Stolpec 3, 3APH4 (prenos western z imunodetekcijo s protitelesi proti His6).  
 
4.5.6  Analiza zvitega proteina 3APH4 s kemijskim zamreženjem 
Da bi preverili, ali nastanejo večje nanostrukture, ki smo jih opazili z analizo topnega 
proteina s SEC-MALS in NaDS-PAGE, iz več monomernih enot proteina, smo 
uporabili metodo kemijskega zamreženja. Uporabili smo reagent DSS, ki je v reakciji 
zamreženja povezal med sabo različne lizine, ki se nahajajo v proteinu 3APH4 (skupno 
število lizinov v tem proteinu je 14). Rezultate kemijskega zamreženja smo analizirali z 
NaDS-PAGE (slika 45). Položaj monomernih enot proteina je bil v gelu pri velikosti 20 
kDa (opomba pod sliko). Z dodatkom DSS v 20- oz. 50-kratnem molarnem prebitku 
(slika 45, stolpca 3 in 4) so nastali večji multimeri proteina: verjetno so nastali dimeri 
(lise na gelu z velikostjo približno 40 kDa), trimeri (lise na gelu z velikostjo približno 
60 kDa) ter še večje proteinske nanostrukture, ki so bili že tako velike, da niso vstopile 
niti v vstopni gel ali pa so se ustavile na meji med vstopnim in ločitvenim gelom. V 
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stolpcu 2, kamor smo nanesli vzorec proteina, ki ga nismo zamrežili, so vidne lise, ki 
predstavljajo protein pri enakih velikostih, kot smo jih dobili tudi pri reakciji 
zamreženja (približno 40 kDa in približno 60 kDa).  
 
Slika 45. Analiza kemijskega zamreženja proteina 3APH4 z NaDS-PAGE. Protein s koncentracijo 0,22 mg/ml 
(15 μM), ki je bil v pufru 20 mM natrijev fosfat, 150 mM NaCl, pH 7,5, 1 mM TCEP, smo uporabili za zamreženje z 
reagentom DSS. Za prekinitev reakcije smo dodali Tris-HCl pH 7,5, in sicer do končne koncentracije 50 mM. Za 
NaDS-PAGE smo uporabili 10-odstotno zamrežen gel. Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali vzorčni pufer z 
reducentom in jih 5 min inkubirali na 95 °C. Stolpec 1, proteinski velikostni standard (enota je kDa) (lisi za 10 kDa 
in 15 kDa se nista ločili, zato sta na istem mestu). Stolpec 2, 3APH4, ki ga nismo zamrežili. Stolpec 3, 3APH4, ki 
smo ga zamrežili z DSS v 20-kratnem molarnem presežku. Stolpec 4, 3APH4, ki smo ga zamrežili z DSS v 50-
kratnem molarnem presežku. Opomba: Položaj monomera 3APH4 v stolpcih 2–4 ustreza velikosti približno 20 kDa, 
kar je na tem gelu zelo blizu lise za standard 15 oz. 10 kDa. 
 
4.5.7  Določanje sekundarne strukture in temperaturne stabilnosti zvitega proteina 
3APH4  
Z merjenjem CD smo preverili elemente sekundarne strukture proteina in temperaturno 
stabilnost proteina v raztopini. Najprej smo v območju od 208 nm do 260 nm izmerili 
spekter CD pri 10 °C (slika 46, rdeča krivulja). Nato smo izvedli počasno temperaturno 
denaturacijo, ko smo postopno in počasi višali temperaturo (1 °C/min) od 10 °C do 90 
°C, in pri tem spremljali signal CD pri izbrani valovni dolžini, ki je bila 222 nm. 
Denaturiranim vzorcem smo pri 90 °C ponovno izmerili spekter CD (slika 46, modra 
krivulja), nato pa smo jih počasi ohladili (1 °C/min) z 90 °C na 10 °C ter ob tem 
spremljali signal pri valovni dolžini 222 nm (slika 46). Vzorcem smo na koncu izmerili 
še spekter CD pri 10 °C v enakem območju valovnih dolžin kot na začetku (slika 46, 
zelena krivulja). Pri temperaturi 10 °C smo dobili značilno obliko spektra CD za α-
vijačnice, saj sta opazna dva minimuma, eden pri 222 nm in drug pri 208 nm (slabše 
razvidno zaradi meritve spektrov v območju od 208 nm do 260 nm). S postopnim 
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višanjem temperature na 90 °C ni prišlo do popolne porušitve sekundarne strukture 
proteina, saj je oblika krivulje v spektru CD še vedno kazala na prisotnost -vijačnic. 
Ko smo vzorec počasi ohladili na 10 °C, se je eliptičnost spet povečala na prvotno 
raven. 
 
Slika 46. Meritve cirkularnega dikroizma v območju od 208 do 260 nm za protein 3APH4. Spekter CD za 
protein pri 10 °C pred začetkom segrevanja vzorca s hitrostjo segrevanja 1 °C/min je predstavljen z rdečo krivuljo, 
CD spekter CD za protein pri 90 °C z modro krivuljo, medtem ko je spekter CD za protein pri 10 °C po ohlajanju 
vzorca s hitrostjo ohlajanja 1 °C/min predstavljen z zeleno krivuljo. Protein s koncentracijo 0,23 mg/ml (16 μM) je 
bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl in 1 mM TCEP. 
Podatke, pridobljene iz meritev počasnega segrevanja in počasnega ohlajanja proteina v 
temperaturnem območju 10‒90 °C (slika 47), smo uporabili za določitev Tm. Vrednosti 
za eliptičnost proteina (mdeg) smo preračunali v vrednosti za molarno eliptičnost in iz 
tako dobljenih krivulj določili Tm pri 53,5 °C (podatek velja za meritev počasnega 
segrevanja) (slika 47, A) oz. 53,0 °C (podatek velja za meritev počasnega ohlajanja) 
(slika 47, B). 
Anja Tanšek, Priprava in karakterizacija načrtovanih proteinskih mrež z različno geometrijo 
_____________________________________________________________________________ 
 
81 
 
 
Slika 47. Molarna eliptičnost proteina 3APH4 pri 222 nm v odvisnosti od temperature pri počasnem 
segrevanju (A) in počasnem ohlajanju (B). A. Počasno segrevanje proteina 3APH4 od 10 °C do 90 °C (1 °C/min). 
B. Počasno ohlajanje proteina 3APH4 od 90 °C do 10 °C (1 °C/min). Legenda: MRE, molarna eliptičnost. Opomba: 
sliko je pripravila sodelavka Odseka D12 KI Jana Aupič; z računalniškim programom, ki so ga razvili sodelavci 
Odseka D12 KI, je iz eksperimentalnih podatkov tudi izračunala Tm, ki je naveden v besedilu. 
Preverili smo tudi, kako se spreminja sekundarna struktura ponovno zvitega proteina, če 
smo protein najprej hitro segreli (v nekaj minutah od 20 °C do 95 °C)  in nato počasi 
ohladili (od 95 °C do 40 °C, 1 °C/min) (slika 48) ali pa počasi segreli (10 °C do 90 °C, 
1 °C/min), nato pa ga hitro ohladili (v nekaj minutah od 90°C do na 20 °C) (ni 
prikazano na sliki). Ugotovili smo, da se sekundarna struktura proteina z nižanjem 
temperature spreminja enako, ne glede na metodo, ki smo jo uporabili za ponovno zvitje 
proteina.  
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Slika 48. Meritve cirkularnega dikroizma proteina 3APH4 v območju od 208 do 260 nm v odvisnosti od 
temperature pri počasnem ohlajanju. Vzorec smo pred pričetkom na sliki predstavljenih meritev hitro segreli na 90 
°C, nato pa počasi ohlajali  v območju od 90 °C do 40 °C (1 °C/min) ter ga na koncu še hitro ohladili na 25 °C. 
Protein s koncentracijo 0,19 mg/ml (13 μM) je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. 
 
4.5.8  Določanje velikost proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein 3APH4  
Z meritvami DLS smo preverili hidrodinamske premere nanostruktur, ki jih tvori 
3APH4 v vodni raztopini.  
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori zvit protein 3APH4 
Raztopina proteina 3APH4, ki smo ga zvili z dializo, je po končani dializi vsebovala 
proteinske nanostrukture različnih velikosti. Na sliki 49 je predstavljen rezultat, kjer so 
nanostrukture velikosti premera 155,9  66,1 nm predstavljale 100 odstotkov delcev, ki 
so prispevali k signalu DLS, medtem ko je bila velikost nanostruktur glede na število 
delcev, ki jih je največ v raztopini, drugačna (61,5  23,1 nm). 
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Slika 49. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori zvit protein 3APH4, glede na intenziteto 
signala (A) oz. glede na število delcev (B). Protein s koncentracijo 2,12 mg/ml (143 μM) je bil v pufru 20 mM Tris-
HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. Modra, rdeča in zelena črta v vsakem diagramu predstavljajo posamezne 
meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za raztopine, ki vsebujejo Tris-HCl in NaCl. 
 
Pri ponavljanju meritve z različnimi vzorci proteina smo dobili tudi drugačne rezultate, 
npr. da so v raztopini prisotni veliki delci (npr. 938  75 nm (glede na število delcev: 
rezultat ni predstavljen s sliko)) ali pa da so v raztopini prisotni majhni delci, kot je 
navedeno v besedilu spodaj (slika 50). 
 
Velikost nanostruktur, ki jih tvori ponovno zvit protein 3APH4 
Meritve DLS smo uporabili tudi za analizo, kako se spremeni velikost nanostruktur, ki 
jih tvori ponovno zvit 3APH4. Na sliki 50 je predstavljen primer meritve, kjer smo 
analizirali zvit in ponovno zvit protein, ki smo ju pripravili z metodo počasnega 
segrevanja in hitrega ohlajanja (opis je v poglavju o Določanju sekundarne strukture in 
temperaturne stabilnosti zvitega proteina 3APH4). Pred temperaturno denaturacijo so 
41,2 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala DLS prispevali delci velikosti 
premera 13,0  3,6 nm, 32,5 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala DLS delci 
velikosti premera 374,6  140,3 nm in 26,3 odstotka celotne intenzitete izmerjenega 
signala DLS delci velikosti premera 39,7  11,9 nm (slika 50, A), porazdelitev 
proteinskih nanostruktur glede na število delcev pa je dala rezultat 9,6  1,9 nm (slika 
50, B). Po denaturaciji in renaturaciji je bil rezultat merjenja DLS takšen: 76,8 odstotka 
celotne intenzitete izmerjenega signala DLS so prispevali delci velikosti premera 559,8 
 120,7 nm, 17,3 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala DLS delci velikosti 
premera 12,2  1,8 nm in 5,8 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala DLS delci 
velikosti premera 84,1  12,0 nm (slika 50, C), porazdelitev proteinskih nanostruktur 
glede na število delcev pa je dala rezultat 10,9  1,4 nm (slika 50, D). 
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Slika 50. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvorita zvit (A in B) in ponovno zvit (C in D) 
protein 3APH4. Protein s koncentracijo 0,76 mg/ml (51 μM), ki je bil v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 
NaCl, 1 mM TCEP, smo na CD spektrometru denaturirali s počasnim segrevanjem (1 °C/min) in ponovno zvili s 
hitrim ohlajanjem ter pred začetkom temperaturne denaturacije (A in B) in po ponovnem zvitju, ki smo ga dosegli z 
ohlajanjem vzorca (C in D), izmerili še DLS pri 20 C, pri čemer smo pred meritvijo vzorec centrifugirali (2 min, 
12.000 rpm). Grafa A in C predstavljata porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur glede na intenziteto signala, 
grafa B in D pa to porazdelitev glede na število delcev. Modra, rdeča in zelena črta v vsakem diagramu predstavljajo 
posamezne meritve. Za vse meritve smo uporabili protokol za raztopine, ki vsebujejo Tris-HCl in NaCl. 
Preverili smo tudi, ali je velikost nanostruktur, ki jih tvori ponovno zvit protein 3APH4, 
drugačna, če smo uporabili drugačno metodo za ponovno zvitje proteina (hitro 
segrevanje (v nekaj minutah od 20 °C do 90 °C) in počasno ohlajanje (od 90 °C do 20 
°C, 1 °C/min). Tudi v tem primeru smo na koncu postopka za ponovno zvitje proteina 
dobili v vzorcu delce podobnih velikosti, kot smo jih dobili že z uporabo prve metode 
za ponovno zvitje proteina, in sicer so v tem primeru v vzorcu s ponovno zvitim 
proteinom k 51,1 odstotka celotne intenzitete izmerjenega signala prispevali delci 
velikosti 14,0  4,8 nm, 45,6 odstotka delci velikosti 70,9  37,9 nm in 3,3 odstotka 
delci velikosti 383,9  106,0 nm, medtem ko je porazdelitev proteinskih nanostruktur 
glede na število delcev dala rezultat 8,8  2,0 nm (ni predstavljeno na sliki ali v tabeli). 
Povzetek rezultatov meritev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori ponovno zvit 
protein 3APH4, je v tabeli 23, ki je v razpravi.  
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5 RAZPRAVA 
Prihajajoča biotehnološka revolucija vključuje sisteme, kjer se zgledujemo po naravi, saj 
so celice najučinkovitejši, vsestranski, odporni in trajnostni sistem, ki ga poznamo. Do 
sedaj so večino proteinov za takšne biološke sisteme pripravili s spreminjanjem 
naravnih molekul, zdaj pa lahko z orodji sintezne biologije načrtujemo takšne sisteme s 
pristopom od spodaj navzgor.  
 
V magistrskem delu smo pripravili in z osnovnimi biokemijskimi metodami 
okarakterizirali gradnika za dve proteinski mreži, kjer se vsak protein sam sestavi v 
dvodimenzionalno mrežo z načrtovanim geometrijskim vzorcem. Segmente, iz katerih 
sta sestavljena oba polipeptidna gradnika (34cald56 in 3APH4), so sodelavci Odseka 
D12 KI načrtovali iz njihovega širokega nabora načrtovanih peptidov, ki predstavljajo 
ortogonalne peptidne pare za tvorbo ovitih vijačnic. Sami so te že uporabili za 
samosestavljanje različnih poliedrov [5, 9], primerni pa so tudi za tvorbo 
dvodimenzionalnih nanomrež.  
 
Načrtovane dvodimenzionalne proteinske nanostrukture lahko nastanejo le v primeru, 
da se je polipeptidni gradnik pravilno zvil, torej da je prišlo do parjenja ortogonalnih 
peptidnih segmentov iz sosednjih polipeptidnih verig in s tem do tvorbe ovitih vijačnic, 
kar je pogoj za nastanek urejenega vzorca, ki se ponavlja na dvodimenzionalni podlagi 
in s tem tvori dvodimenzionalno mrežo. V raztopini, ki je tridimenzionalni prostor, ni 
možno, da bi se urejen vzorec za dvodimenzionalno mrežo neskončno ponavljal v 
prostoru, vseeno pa lahko v raztopini detektiramo in okarakteriziramo določene lastnosti 
nastalih nanostruktur, ki kažejo na načrtovano tvorbo ovitih vijačnic.  
 
5.1 Karakterizacija polipeptidnega gradnika 34cald56 
 
5.1.1 Karakterizacija peptidnih segmentov za tvorbo ovitih vijačnic, ki so v 34cald56 
Peptidne segmente P3, P4_C1, P5_SC2 in P6, ki so v proteinu 34cald56, smo 
okarakterizirali z merjenjem sekundarne strukture sintetiziranih peptidov na 
spektropolarimetru za merjenje CD. Pokazali smo, da načrtovani peptidni pari tvorijo 
ovite vijačnice P3:P4_C1 in P5_SC2:P6 ter da so ortogonalni (slika 51). Temperaturna 
stabilnost testiranih parov (Tm (P3:P4_C1) = 58 C, Tm (P5_SC2:P6) = 48 C) je bila 
primerljiva s temperaturno stabilnostjo originalnih peptidnih parov, ki so bili osnova za 
načrtovanje peptidnih segmentov za ovite vijačnice, ki so v 34cald56 (Tm (P3:P4) = 60 
C, Tm (P5:P6) = 43 C) [10]. 
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Slika 51. Ortogonalnost peptidov, ti v proteinu 34cald56 predstavljajo segmente, ki tvorijo ovite vijačnice. 
Peptide P3, P4_C1, P5_SC2 in P6 v pufru 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl (končna koncentracija je peptidov 
bila 20 M) smo uporabili za meritev CD v območju od 200 do 260 nm pri 20 C in izmerjene vrednosti mdeg pri 
222 nm uporabili za izračun MRE. Izračunane vrednosti MRE pri 222 nm za posamezne pare peptidov so navedene v 
kvadratkih, ki predstavljajo kombinacije peptidov. Legenda: svetlo sivi kvadratki predstavljajo meritev CD, kjer je 
bil v raztopini le posamezen peptid. Temno sivi kvadratki predstavljajo meritve CD, kjer sta v bila v raztopini 
peptida, za katera nismo načrtovali, da bi bila ortogonalni par za tvorbo ovite vijačnice. Črni kvadratki predstavljajo 
meritve CD, kjer sta bila v raztopini peptida, ki smo ju načrtovali tako, da bosta ortogonalni par za tvorbo ovite 
vijačnice. Opomba: vrednosti, ki so predstavljene v tabeli, so izračunane iz podatkov, ki so na sliki 4. 
 
5.1.2 Sekundarna struktura, temperaturna stabilnost in velikost proteinskih 
nanostruktur, ki jih tvori denaturiran ali še nepopolnoma zvit 34cald56 
Polipeptid 34cald56 smo izolirali iz netopnega dela celičnega lizata. Za nastanek 
dvodimenzionalne mreže iz tega gradnika bo potrebno denaturiran polipeptid zviti pod 
kontroliranimi pogoji na dvodimenzionalni podlagi. Za namen začetnih testiranj 
lastnosti polipeptida v raztopinah z različnimi koncentracijami GdnHCl smo zato 
najprej preverili vpliv različnih koncentracij GdnHCl na sekundarno strukturo 
nanostruktur, ki jih tvori ta gradnik v takšnih raztopinah. Pokazali smo, da je protein v 
raztopini z 1 ali 0,5 M GdnHCl že delno zvit in vsebuje -vijačnico. Temperaturna 
stabilnost proteina v 1 ali 0,5 M GdnHCl je bila nizka (Tm = 44 C v raztopini z 1 M 
GdnHCl in Tm = 52 C v raztopini z 0,5 M GdnHCl: ni prikazano v poglavju Rezultati). 
Do odstopanja v spektrih CD pri 20 °C, ko smo v primeru meritve po ohladitvi vzorca 
opazili za malenkost drugačen signal (bolj negativno vrednost mdeg, ki odraža višjo 
eliptičnost), kot je to veljalo za vzorec pred začetkom temperaturne denaturacije, je 
najverjetneje prišlo zaradi izhlapevanja med postopnim segrevanjem, kar je vodilo do 
zvišanja koncentracije proteina v vzorcu (volumen vzorca je bil res manjši), lahko pa je 
bil v določenem deležu vzrok za to tudi nastanek bolj stabilnih struktur z višjim 
deležem ovitih vijačnic. 
 
V raztopini s 6 M GdnHCl, ko je polipeptidna veriga popolnoma razvita, je znašal 
hidrodinamski premer proteina 8,4 nm, v raztopinah z nizko koncentracijo GdnHCl (od 
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1 M do 50 mM) pa je znašala velikost nanostruktur od 86 do 117 nm (tabela 19), kar 
kaže na tvorbo ovitih vijačnic in s tem zmožnost samosestavljanja proteina v 
nanostrukture že pri nizkih koncentracijah denaturanta. V teh raztopinah so bile prisotne 
le približno enako velike nanostrukture, ne pa nanostrukture, ki bi bile enake velikosti, 
saj o tem priča velik standardni odklon. Takšen rezultat smo tudi pričakovali, saj v 
raztopini ne moremo vplivati na to, na točno kateri stopnji se bo zaključilo 
samosestavljanje polipeptidnega gradnika.  
 
Tabela 19. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein 34cald56, v raztopinah z 
različnimi koncentracijami GdnHCl. 
Koncentracija GdnHCl v 
raztopini, v kateri je protein 
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na intenziteto 
signala 
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na število 
delcev 
6 M (supernatant)   14,3  4,8 nm (100 %)     8,4  2,1 nm (100 %) 
1M (suspenzija)    
   341,4  75,4 nm (87,9 %) 
   4920  647 nm (12,1 %) 
     346,0  100,2 nm (99,9 %) 
4501  973 nm (0,1 %) 
1M (supernatant)      139,7  50,9 nm (100 %)     85,5  29,5 nm (100 %) 
200 mM  (suspenzija) 
   92,3  6,8 nm (19,8 %) 
   430,9  46,7 nm (80,2 %) 
  89,7  7,1 nm (97,7 %) 
421,2  47,3 nm (2,3 %) 
200 mM  (supernatant) 
49,7  5,5 nm (6,2 5) 
   180,5  45,0 nm (93,8 %) 
  104,2  37,8 nm (100 %) 
100 mM  (suspenzija) 
 69,4  5,6 nm (8,3 %) 
   216,5  36,3 nm (53,2 %) 
     862,0  142,1 nm (38,6 %) 
67,0  5,6 nm (96 %) 
 201,3  34,3 nm (3,8 %) 
   846,2  144,0 nm (0,2 %) 
100 mM  (supernatant) 162,6  49,9 nm (100 %)    113,5  32,3 nm (100 %) 
50 mM  (suspenzija) 
         161,3  41,8 nm (49,6 %) 
   547,3  166,9 nm (50,4 %) 
129,1  32,0 nm (97 %) 
486,7  143,4 nm (3 %) 
50 mM  (supernatant) 
41,7  4,9 nm (2,3 %) 
  155,4  58,0 nm (97,7 %) 
    116,7  30,4 nm  (100 %) 
Opomba: podatki, ki so v tabeli, so navedeni v besedilu in prikazani na slikah 18‒22. Z odebeljeno pisavo so za vse raztopine 
predstavljene velikosti tistih proteinskih nanostruktur, ki jih je največ v raztopini, potem ko smo s centrifugiranjem odstranili večje 
delce in izmerili DLS za supernatant. 
 
5.1.3 Sekundarna struktura, temperaturna stabilnost in velikost proteinskih 
nanostruktur, ki jih tvori zvit 34cald56 
Samostavljanje polipeptida 34cald56 v vodni raztopini smo dosegli z odstranitvijo 
denaturanta (GdnHCl) z dializo ali hitrim redčenjem in analizirali nastale nanostrukture. 
Sekundarna struktura topnega 34cald56 je pokazala prisotnost -vijačnic. Visok delež 
oblike -vijačnice nakazuje na parjenje posameznih ortogonalnih peptidnih segmentov 
in s tem tvorbo ovitih vijačnic, ki bi tako lahko gradile urejene nanostrukture. 
Temperaturna stabilnost proteina je bila visoka (Tm = 67,5 C). Do odstopanja v 
spektrih CD pri 20 °C, ko smo v primeru meritve po ohladitvi vzorca opazili bolj 
negativne vrednosti mdeg, kot smo jih izmerili za vzorec pred začetkom temperaturne 
denaturacije, je najverjetneje prišlo zaradi izhlapevanja med postopnim segrevanjem, 
kar je vodilo do zvišanja koncentracije proteina v vzorcu (volumen vzorca je bil res 
manjši), lahko pa je bil v določenem deležu vzrok za to tudi nastanek bolj stabilnih 
struktur z višjim deležem ovitih vijačnic. 
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S PAGE pod nativnimi pogoji smo pokazali prisotnost večjih nanostruktur, ki jih tvori 
34cald56 v raztopini. S kemijskim zamreženjem, kjer je reagent povezal lizinske 
preostanke v 34cald56, smo ugotovili, da na tak način pridobimo molekule, ki po 
velikosti predstavljajo predvsem dimere in v manjši meri še večje n-mere. Največ 
lizinskih preostankov v 34cald56 je sicer v zaporedju za segment caldesmon, vendar 
vsak peptidni segment, ki tvori ovito vijačnico, vsebuje štiri lizine. 
 
Z analizo s SEC-MALS smo pokazali, da se 34cald56 v raztopini nahaja v obliki 
dimerov. V mobilni fazi za SEC-MALS je bil v prisoten reducent (1 mM TCEP), ki 
prepreči nastanek disulfidnih vezi med cisteini (protein ima na N-koncu cistein), kar 
pomeni, da opaženi dimeri niso bili posledica nastanka teh vezi. Zaradi filtriranja vzorca 
proteina čez filter s porami 100 nm, kar je bilo potrebno za analizo proteinov s kolono 
za SEC-MALS, smo že vnaprej vedeli, da bomo na tak način preverili le molekulsko 
maso struktur, ki so manjše od 100 nm.  
 
Velikost nanostruktur, ki so nastale pri samosestavljanju proteina 34cald56, se je 
spreminjala s časom. V vodni raztopini smo lahko opazili nanostrukture velikosti 120 
nm (tabela 20), podobno kot smo to opazili že v raztopinah z nizko koncentracijo 
GdnHCl. Iz teh struktur so nastali še večji delci, ki so postali netopni, in v raztopni smo 
lahko po štirih dneh izmerili le še manjše delce velikost 9,3 nm (tabela 20). Pri 
ponavljanju postopka za zvitje polipeptida (dializa) smo dobili tudi drugačne rezultate, 
in sicer takšne, ki so kazali, da so v procesu zvijanja že takoj po končani dializi ostali v 
raztopini le manjši topni delci velikosti 9,3 nm (tabela 21).  
 
Tabela 20. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori zvit protein 34cald56, v 20 mM Tris-
HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP, v odvisnosti od časa. 
Metoda  
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na intenziteto 
signala 
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na število 
delcev 
Velikost nanostruktur, v katere se 
samosestavi zvit protein ob času 
nič 
155,8  39,9 nm (100 %) 120,0  29,4 nm (100 %) 
Velikost nanostruktur, v katere je 
samosestavljen zvit protein po 
štirih dneh hranjenja pri 4 C 
 0,48  0,04 nm (5,4 %) 
   9,4  2,5 nm (37,1 %) 
   36,7  18,8 nm (57,5 %) 
 9,3  3,4 nm (100 %) 
Opomba: podatki, ki so v tabeli, so navedeni v besedilu in prikazani na slikah 23 in 24. Z odebeljeno pisavo so predstavljene 
velikosti tistih proteinskih nanostruktur, ki jih je največ v raztopini, potem ko smo s centrifugiranjem odstranili večje delce in 
izmerili DLS za supernatant. 
 
Z različnimi metodami za ponovno zvitje temperaturno denaturiranega proteina smo 
dobili približno enake rezultate, ki so kazali na to, da se protein z ohlajanjem ponovno 
zvije (prisotnost -vijačnice) in da po ponovnem zvitju še vedno prevladujejo delci s 
hidrodinamskim premerom, ki je primerljiv s tistim pred temperaturno denaturacijo 
(velikost 7,9 nm) (tabela 21).   
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Tabela 21. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, te tvori protein 34cald56, ki smo ga ponovno zvili, 
v 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. 
Metoda  
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na intenziteto 
signala 
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na število 
delcev 
Velikost nanostruktur, v katere se 
samosestavi zvit protein #  
13,4  4,1 nm (17,9 %) 
  57,4  18,1 nm (24,3 %) 
  272,0  156,6 nm (57,8 %) 
 
9,3  1,9 nm (100 %) 
Velikost nanostruktur, v katere se 
samosestavi ponovno zvit protein *  
11,1  3,3 nm (44,1 %) 
31,8  8,6 nm (23,8 %) 
  484,5  176,6 nm (32,1 %) 
 
7,9  1,6 nm (100 %) 
 
Legenda: #, meritev pred začetkom temperaturne denaturacije; *, meritev po zaključku metode za ponovno zvitje proteina (počasno 
segrevanje (10 C do 92 C, 1 C/min) in počasno ohlajanje (92 C do 10 C, 1 C/min)), ki smo jo izvedli na spektrofotometru za 
merjenje CD. 
Opomba: podatki, ki so v tabeli, so navedeni v besedilu in prikazani na sliki 25. Z odebeljeno pisavo so predstavljene velikosti 
tistih proteinskih nanostruktur, ki jih je največ v raztopini, potem ko smo s centrifugiranjem odstranili večje delce in izmerili DLS 
za supernatant. 
 
5.2 Karakterizacija polipeptidega gradnika NG34cald56 
 
5.2.1 Sekundarna struktura, temperaturna stabilnost in velikost proteinskih 
nanostruktur, ki jih tvori zvit NG34cald56 
Za namen drugačne detekcije samosestavljenih dvodimenzionalnih mrež iz 
polipeptidnega gradnika 34cald56 smo pripravili in izolirali še različico proteina, ki je 
na N-koncu vsebovala fluorescenčni protein mNeonGreen in cepitveno mesto za 
proteazo TEV, s čimer bi lahko po potrebi naknadno odstranili fluorescenčni protein 
(protein NG34cald56). Pripravili smo tudi različico, kjer je bil mNeonGreen na C-koncu 
(protein 34cald56NG), a zaradi očitne razgradnje proteina 34cald56NG na manjše dele 
že med produkcijo v bakterijah (že v samem celičnem lizatu so bili vidni razgradni 
produkti) nismo nadaljevali izolacije tega proteina.  
 
Sekundarna struktura NG34cald56, ki smo ga izolirali iz topnega dela celičnega lizata, 
je bila drugačna od sekundarne strukture zvitega 34cald56, saj je spekter CD kazal na 
prisotnost β-ploskev (prisotne so v segmentu proteina, ki ga predstavlja NG). 
Temperaturna stabilnost te različice je bila enaka tisti, ki smo jo določili za originalen 
protein 34cald56 (Tm = 67,5 C). Z analizo s SEC-MALS smo pokazali, da enako kot 
34cald56 tudi NG34cald56 tvori dimere, kar se sicer ni pokazalo tudi z analizo s 
kemijskim zamreženjem, kjer smo opazili večje n-mere proteina.  
 
Velikost delcev, ki jih je v raztopini tvoril NG34cald56 (11 nm), je bila podobna 
velikostim, ki smo jih izmerili tudi za zvit 34cald56 (9,3 nm). NG34cald56 se je pri 
ohlajanju iz temperaturno denaturiranega stanja oboril, verjetno zaradi nepravilnega 
zvijanja dela proteina, ki ga predstavlja fluorescenčni protein. Da se tudi sam protein 
NG pri ohlajanju (z 90 C na 20 C) obori, smo preverili z ločenim poskusom (rezultat 
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ni predstavljen v poglavju Rezultati). Del molekul proteina NG34cald56, ki je po 
ohladitvi vzorca ostal topen, je tvoril večje strukture velikost 391 nm, a rezultat ni 
zanesljiv zaradi nizke koncentracije proteina, ki je še preostal topen v raztopini po 
ohladitvi vzorca  (tabela 22). 
 
Tabela 22. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, ki jih tvori protein NG34cald56 v 20 mM Tris-HCl 
pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. 
Metoda  
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na intenziteto 
signala 
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na število 
delcev 
Velikost nanostruktur, v katere se 
samosestavi protein # 
14,5  3,5 nm (59,1 %) 
167,8  64,6 nm (32,5 %) 
2307  1138 nm (8,4 %) 
11,0  2,1 nm  (100 %) 
Velikost nanostruktur, v katere se 
samosestavi ponovno zvit protein * 
(supernatant) 
392  11 nm (100 %) 391  17 nm (100 %) 
Legenda: #, meritev pred začetkom temperaturne denaturacije; *, meritev po zaključku metode za ponovno zvitje proteina (počasno 
segrevanje (20 C do 90 C, 1 C/min) in hitro ohlajanje), ki smo jo izvedli na spektrofotometru za merjenje CD. 
Opomba: podatki, ki so v tabeli, so navedeni v besedilu in prikazani na sliki 39. Z odebeljeno pisavo so predstavljene velikosti 
tistih proteinskih nanostruktur, ki jih je največ v raztopini, potem ko smo s centrifugiranjem odstranili večje delce in izmerili DLS 
za supernatant. 
 
5.3 Karakterizacija polipeptidega gradnika 3APH4 
 
5.3.1 Sekundarna struktura, temperaturna stabilnost in velikost proteinskih 
nanostruktur, ki jih tvori zvit 3APH4 
Protein 3APH4 smo izolirali iz netopnega dela celičnega lizata. Proteina v 
denaturiranem ali delno zvitem stanju nismo okarakterizirali, ampak smo to storili za 
zvit protein, ki smo ga pripravili z dializo.  
 
Sekundarna struktura topnega 3APH4 je pokazala na prisotnost -vijačnic. Visok delež 
oblike -vijačnice nakazuje na parjenje posameznih ortogonalnih peptidnih segmentov 
in tvorbo ovitih vijačnic, ki bi tako lahko gradile urejen heksagonalen vzorec na 
dvodimenzionalni podlagi. Temperaturna stabilnost 3APH4 (Tm = 53,5 C) je bila nižja 
od temperaturne stabilnosti proteina 34cald56. Eliptičnost proteina je sicer z višanjem 
temperature padala, vendar do popolnega razvitja -vijačnic in s tem prekinitve 
medmolekulskih interakcij pri 90 C še ni prišlo. Krivulja, ki prikazuje molarno 
eliptičnost proteina v odvisnosti od temperature tudi ni bila sigmoidne oblike, kjer bi 
lahko že na oko določili točko prehoda (Tm), pri kateri se eliptičnost proteina zmanjša 
na polovico začetne vrednosti. Do odstopanja v spektrih CD pri 20 °C, ko smo v 
primeru meritve po ohladitvi vzorca opazili bolj negativne vrednosti mdeg, kot smo jih 
izmerili za vzorec pred začetkom temperaturne denaturacije, je najverjetneje prišlo 
zaradi izhlapevanja med postopnim segrevanjem, kar je vodilo do zvišanja 
koncentracije proteina v vzorcu (volumen vzorca je bil res manjši), lahko pa je bil v 
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določenem deležu vzrok za to tudi nastanek bolj stabilnih struktur z višjim deležem 
ovitih vijačnic. 
 
S PAGE pod nativnimi pogoji smo pokazali, da tvori protein 3APH4 strukture različnih 
velikosti. Tudi s kemijskim zamreženjem smo pokazali, da lahko 3APH4 v raztopini 
tvori dimere in večje strukture. Analiza proteina s SEC-MALS je pokazala na prisotnost 
monomerne oblike proteina v raztopini, vendar je rezultat nezanesljiv zaradi velikega 
standardnega odklona pri izračunu molekulske mase proteina v analiziranem 
kromatografskem vrhu ( 90,593 odstotka). Vzrok za tako velik odklon je bila prenizka 
koncentracija proteina, ki se je eluiral s kolone. Predpostavljamo, da se je to zgodilo 
zaradi hitrega in neprestanega samosestavljanja monomerov proteina v večje 
nanostrukture. Zaznali smo namreč, da so s kolone prišle pri manjših elucijskih 
volumnih tudi proteinske strukture z večjo molekulsko maso (npr. 112 kDa pri 23 min 
in 79 kDa pri 29 min; slika 43), vendar so tudi ti rezultati nezanesljivi zaradi prenizke 
koncentracije in posledično prenizkega signala, ki so ga zaznali detektorji, ter s tem 
velikega odklona v izračunu molekulske mase. Ob tem je potrebno omeniti, da smo 
analiziran vzorec 3APH4 filtrirali skozi filter z velikostjo por 100 nm tik pred nanosom 
na kolono za SEC-MALS. Drug alikvot istega vzorca proteina smo npr. filtrirali 5 ur 
pred začetkom nanosa na kolono za SEC-MALS in s kolone se med ločbo ni eluiralo 
ničesar, kar bi z merjenjem absorbance zaznali kot protein (rezultat ni predstavljen v 
poglavju Rezultati), iz česar domnevamo, da je samosestavljanje monomernih enot v 
nanostrukture potekalo v času minut in ur. 
 
Tudi za 3APH4 smo ugotovili, da je bila velikost nanostruktur, ki so nastale pri 
samosestavljanju proteina, različna in se je, kot smo že opisali zgoraj za 34cald56, 
spreminjala s časom. V vodni raztopini se je 3APH4 samosestavil v topne nanostrukture 
velikosti 62 nm (slika 49) ali pa v še večje netopne delce, da so v raztopini ostali topni 
le delci velikosti 9,6 nm (tabela 23). Tudi ponovno zvit protein, ki smo ga pripravili iz 
takega vzorca s temperaturno denaturacijo in ohlajanjem, se je obnašal enako, saj je bil 
hidrodinamski premer delcev ponovno zvitega proteina primerljiv s tistim pred 
temperaturno denaturacijo (10,9 nm) (tabela 23). Z različnimi metodami za ponovno 
zvitje temperaturno denaturiranega proteina smo dobili enake rezultate. 
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Tabela 23. Porazdelitev velikosti proteinskih nanostruktur, te tvori protein 3APH4, ki smo ga ponovno zvili, v 
20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM TCEP. 
Metoda 
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na intenziteto 
signala 
Porazdelitev velikosti proteinskih 
nanostruktur glede na število 
delcev 
Velikost nanostruktur, v katere se 
samosestavi zvit protein # 
12,98  3,58 nm (41,2 %) 
 39,7  11,9 nm (26,3 %) 
 374,6  140,3 nm (32,5 %) 
9,58  1,88 nm (100 %) 
Velikost nanostruktur, v katere se 
samosestavi ponovno zvit protein * 
12,18  1,75 nm (17,3 %) 
84,1  12,0 nm (5,8 %) 
 559,8  120,7 nm (76,8 %) 
10,93  1,42 nm (100 %) 
Legenda: #, meritev pred začetkom temperaturne denaturacije; *, meritev po zaključku metode za ponovno zvitje proteina (počasno 
segrevanje (20C do 90 C, 1 C/min) in hitro ohlajanje), ki smo jo izvedli na spektrofotometru za merjenje CD. 
Opomba: podatki, ki so v tabeli, so navedeni v besedilu in prikazani na sliki 50. Z odebeljeno pisavo so predstavljene velikosti 
tistih proteinskih nanostruktur, ki jih je največ v raztopini, potem ko smo s centrifugiranjem odstranili večje delce in izmerili DLS 
za supernatant.  
 
5.4 Glavne ugotovitve karakterizacije polipeptidnih gradnikov 
34cald56 in 3APH4 
Rezultati poskusov z obema zvitima proteinoma kažejo, da se monomerne enote 
posameznega proteina samosestavijo v dimere in še večje nanostrukture, ki pa pri 
določeni velikosti niso več topne v raztopini in se oborijo. Rezultati kažejo, da v 
raztopini poteka stalen proces interakcij med že nastalimi nanostrukturami in 
monomernimi enotami proteina in s tem povečevanje nastalih struktur zaradi tvorbe 
novih povezav preko ovitih vijačnic, kar vodi v postopno obarjanje proteina zaradi 
nastanka tako velikih nanostruktur, da te postanejo netopne.  
 
Na sliki 52 je razvidno, da kljub uporabi vzorčnega pufra z dodanim reducentom za 
nanos na NaDS-PAGE za oba topna proteina vidimo prisotnost večjih enot (lisa za 
3APH4 pri velikosti približno 40 kDa, za katero domnevamo, da predstavlja dimer; lisa 
za 34cald56 pri velikosti približno 60 kDa, za katero domnevamo, da predstavlja dimer 
(nastanek dimera smo potrdili z analizo s SEC-MALS)). To kaže na tvorbo stabilnih 
struktur, ki niso posledica nastanka disulfidnih vezi med cisteini monomernih molekul, 
ampak so posledica močnih interakcij med segmenti, ki tvorijo ovite vijačnice.  
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Slika 52. Analiza zvitih proteinov 3APH4 in 34cald56 z NaDS-PAGE. Uporabili smo 15-odstotno zamrežen gel. 
Protein 34cald56 s koncentracijo 0,16 mg/ml (7 M) je bil v 20 mM Tris-HCl pH 7,5 in 8 dni v hladilniku (4 C). 
Protein 3APH4 s koncentracijo 0,57 mg/ml (38,5 M) je bil v 20 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl in 14 dni v 
hladilniku (4 C). Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali vzorčni pufer za nanos na gel z NaDS in z reducentom 
ter jih 5 min inkubirali na 95 °C. Stolpec 1, protein 34cald56. Stolpec 2, proteinski velikostni standard (enota je 
kDa). Stolpec 3, protein 3APH4 v vzorčnem pufru z reducentom. 
 
V proteinu 3APH4 verjetno predstavlja stabilen dimer proteina dimer, ki nastane zaradi 
tvorbe ovite vijačnice APHshSN:APHshSN, ki je zelo stabilna (Tm = 80 C) [9]. Za 
protein 34cald56 in njegovo različico NG34cald56 pa domnevamo, da je vzrok za 
nastanek stabilnih dimerov povezovanje med enim ali drugim parom ortogonalnih 
peptidnih segmentov način povezovanja, ki ga nismo načrtovali. Zaporedje petih 
aminokislin (GSGPG), ki v 34cald56 povezuje segmenta P3 in P4_C1 oz. segmenta P5-
SC2 in P6, je morda predolgo in zato ne pride do tvorbe trikotnih struktur (slika 2), 
ampak do nastanka zank (slika 53), ki preprečujejo nadaljevanje vzorca v dveh 
dimenzijah in s tem tvorbo mreže, ampak vodijo kvečjemu v nastanek dolgih verig. Da 
preverimo hipotezo, da v raztopini poteka tvorba dimerov 34cald56 ali NG34cald56 na 
takšen način, bo potrebno skrajšati ali v celoti odstraniti zaporedje povezovalca 
GSGPG. Sicer tudi v 3APH4 obstaja povezovalec SGPG, ki je nameščen med 
segmentoma P3SN in APHshSN ter segmentoma APHshSN in P4SN, vendar zaradi 
drugačne geometrije samosestavljanja to verjetno ni težava in je tudi nismo opazili pri 
analizi rezultatov karakterizacije zvitega 3APH4. 
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Slika 53. Možna dimera proteina 34cald56. A. Monomera 34cald56 se povežeta med sabo tako, da pride do 
nastanka dveh ovitih vijačnic med segmentoma P3 in P4_C1 na način, kot je predstavljeno na shemi. B. Monomera 
34cald56 se povežeta med sabo tako, da pride do nastanka dveh ovitih vijačnic med segmentoma P5_SC2 in P6 na 
način, kot je predstavljeno na shemi. S sivo barvo je predstavljeno zaporedje petih aminokislin GSGPG, ki povezuje 
P3 in P4_C1 ter P5_SC2 in P6. 
 
Ker se s časom velika količina obeh proteinov obori iz raztopine, je možno, da obstajajo 
tudi drugačni načini povezovanja ortogonalnih parov iz sosednjih polipeptidnih verig. 
Za 34cald56 smo tako opazili možnost, da pride do nastanka večjih nanostruktur, kjer 
poteka interakcija pretežno le med enim ortogonalnim peptidnim parom in se 
monomerne enote proteina preko te interakcije nalagajo v večje strukture, ki z velikostjo 
postanejo netopne, tako da v raztopini ostanejo le topni dimeri. Analiza meritev CD, 
kjer smo v raztopino proteina 34cald56 postopno dodajali posamezen peptid, ki je sicer 
ortogonalen določenemu peptidnemu segmentu v tem proteinu, je namreč pokazala na 
možnost, da sta v 34cald56 segmenta P3 in P4_C1 bolj »zasedena« z medsebojno 
interakcijo in zato manj na razpolago za tvorbo novih ovitih vijačnic z v raztopino 
dodanimi ortogonalnimi peptidi, kot to velja za par P5_SC2 in P6. Ko smo tako v 
raztopino proteina dodajali peptid P5_SC2 (da bi interagiral s proteinom 34cald56 preko 
vezave na proste segmente P6) oz. peptid P6 (da bi interagiral s proteinom 34cald56 
preko vezave na proste segmente P5_SC2), smo lahko že s prostim očesom opazili 
nastanek netopnih nanostruktur, kar se je tudi izražalo v nižji izmerjeni eliptičnosti 
(tabela 24). Ta rezultat kaže na možnost, da so v raztopini 34cald56 nanostrukture, ki so 
nastale predvsem zaradi tvorbe ovitih vijačnic P3:P4_C1, za katere smo tudi pokazali, 
da so bolj stabilne (Tm = 58 C), kot so ovite vijačnice P5_SC2:P6 (Tm = 48 C). 
Nastanek netopnih delcev v takšnem poskusu smo sicer opažali tudi v poskusih, kjer naj 
bi se tvoril par P3:P4_C1, vendar v precej manjši meri. Do podobnih rezultatov smo 
prišli tudi v primerih, kjer smo navedene peptide postopno dodajali raztopini proteina 
NG34cald56 in merili CD (rezultat ni predstavljen v poglavju Rezultati). 
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Tabela 24. Zmanjšanje molarne eliptičnosti v raztopini proteina 34cald56 v prisotnosti peptidov, ki tvorijo 
ovito vijačnico s svojim ortogonalnim parom, ki je v zaporedju 34cald56. 
Peptid 
MRE (34cald56) /  
MRE (34cald56 in peptid v 2,5-kratnem molarnem presežku) 
P3 90 % 
P4_C1 89 % 
P5_SC2 52 % 
P6 68 % 
Legenda: MRE, molarna eliptičnost pri 222 nm. Opomba: vrednosti, ki so predstavljene v tabeli, so izračunane iz podatkov, ki so 
na sliki 17. 
 
Ovite vijačnice, ki so v obeh pripravljenih gradnikih nastale iz štiriheptadnih 
ortogonalnih peptidih segmentov, so v povprečju dolge 5 nm. V primeru 
dvodimenzionalne mreže, ki se po našem načrtu samosestavi iz 34cald56, ne moremo 
točno napovedati velikosti osnovne celice, saj ne vemo, ali bo imel v mreži segment 
caldesmon, ki je sicer v strukturi naravnih proteinov rigidna -vijačnica, tudi v primeru 
dvodimenzionalne mreže obliko toge in ravne vijačnice, ki bo povezovala (po naši oceni 
5 nm velike) trikotne zvezde, kjer po našem načrtu interagirajo peptidni segmenti iz treh 
polipeptidnih verig tega proteina in tvorijo ovite vijačnice. S poskusi z zvitim 34cald56 
smo dobili rezultate, ki kažejo na nastanek večjih nanostruktur, velikih okoli 120 nm, in 
rezultate, ki kažejo na obstoj delcev, ki so veliki okoli 10 nm in verjetno predstavljajo 
stabilen dimer proteina, kot smo ga že predstavili zgoraj. Velikost 10 nm je premajhna 
za strukturo 34cald56, kjer bi bila -vijačnica caldesmon iztegnjena (ta segment vsebuje 
54 aminokislin). V primeru heksagonalne mreže, ki se po našem načrtu samosestavi iz 
3APH4, bi znašal ocenjen premer osnovne celice 10 nm. S poskusi z zvitim 3APH4 
smo dobili rezultate, ki kažejo na nastanek večjih nanostruktur, velikih okoli 60 nm, in 
rezultate, ki kažejo na obstoj delcev in so veliki okoli 10 nm (ti bi po velikosti lahko 
predstavljali zgoraj omenjeni dimer 3APH4). 
Za natančen opis, ali prihaja do samosestavljanja polipeptidnih gradnikov v 
nanostrukture na način, kot smo ga načrtovali za posamezno proteinsko mrežo z 
določeno geometrijo, bo potrebno pripraviti acilirane polipeptidne gradnike ter nato 
samosestaviti proteinsko mrežo na lipidni podlagi, nato pa osnovno celico, ki se 
periodično ponavlja v dvodimenzionalnem prostoru, in s tem nastale geometrijske 
oblike analizirati z metodami, ki omogočajo visoko ločljivost na sliki objekta (npr. 
transmisijska elektronska mikroskopija, krioelektonska mikroskopija), ki presegajo 
obseg tega magistrskega dela.   
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6 ZAKLJUČEK 
Polipeptide 34cald56, fluorescenčno različico 34cald56 in 3APH4 smo pripravili za 
namen gradnje dveh dvodimenzionalnih proteinskih mrež z različno geometrijo, ki se 
bosta samosestavili iz monomernih enot posameznega polipeptidnega gradnika na 
lipidnem dvosloju, kamor se bo posamezen gradnik, ki bomo predhodno acilirali, 
vsidral in tvoril mrežo.  
 
V okviru tega magistrskega dela smo: 
 v bakteriji E. coli pridobili in nato očistili vse tri rekombinantne proteine,  
 jih okarakterizirali z osnovnimi biokemijskimi metodami in  
 preverili nastanek, stabilnost in velikost nanostruktur, ki nastanejo v raztopini iz 
monomernih enot posameznega polipeptidnega gradnika.  
 
Na podlagi rezultatov smo prišli do določenih zaključkov, ki predstavljajo pomembno 
informacijo za nadaljnje delo in načrtovanje novih polipeptidnih gradnikov za  
proteinske mreže: 
 peptida P3 in P4_C1 sta ortogonalen par za tvorbo ovite vijačnice, enako velja 
tudi za par peptidov P5_SC2 in P6, 
 sekundarna struktura proteinov 34cald56 in 3APH4 (-vijačnice) je v skladu z 
našim načrtovanjem, 
 temperaturna stabilnost proteina 34cald56 je višja od temperaturne stabilnosti 
3APH4, 
 34cald56 se v raztopinah z nizko koncentracijo GdnHCl (1 M, 200, 100 in 50 
mM GdnHCl) samosestavi v nanostrukture, katerih velikost je v območju 100 
nm,  
 zvit 34cald56 se v raztopini samosestavi v dimere in večje nanostrukture, ki se 
oborijo iz raztopine, lahko pa se sestavi tudi v topne nanostrukture, katerih 
velikost je v območju 120 nm,  
 zvit 3APH4 se v raztopini samosestavi v dimere in večje nanostrukture, ki se 
oborijo iz raztopine, lahko pa se sestavi tudi v topne nanostrukture, katerih 
velikost je v območju 60 nm, 
 povezovalec GSGPG, ki se v proteinu 34cald56 nahaja med segmentoma P3 in 
P4_C1 in med segmentoma P5_SC2 in P6, je verjetno predolg in zato omogoča 
nastanek nanostruktur, kjer ortogonalni peptidni segmenti, ki tvorijo ovite 
vijačnice, interagirajo med sabo tako, da pride do nastanka nanostruktur, ki ne 
omogočajo periodičnega ponavljanja geometrijskega vzorca v ravnini, kot smo 
načrtovali. 
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